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RÉSUME
Analyse de l'expression des chaînes du collagène de type IV au cours du
développement de l'intestin humain: identification d'un second réseau de
collagène IV
Aline Simoneau
Département d'anatomie et de biologie cellulaire. Faculté de médecine,
Université de Sherbrooke
Le collagène de type IV est un composé majeur des lames basales. La
famille du collagène IV est composée de six chaînes polypeptidiques (a^ à
a6) qui sont génétiquement distinctes mais dont la structure est semblable.
Les chaînes al (IV) et a2(IV) sont des constituants ubiquitaires de toutes les
lames basales alors que les autres chaînes ont une distribution beaucoup plus
restreinte. Les chaînes al (IV) et a2(IV) sont retrouvées à la base de
l'épithélium à tous les stades du développement intestinal et les chaînes
a3(IV) et a4(IV) ne sont pas détectées au niveau de l'intestin. Dans la
présente étude, nous avons analysé l'expression des chaînes a5(IV) et a6(IV)
au cours du développement et de la différenciation dans l'intestin. Par
immunofluorescence indirecte, les chaînes a5(IV) et a6(IV) sont co-exprimées
au niveau du domaine basolatéral des cellules épithéliales et la chaîne a5(IV)
est détectée au niveau du mésenchyme de l'intestin foetal. Au cours du
développement intestinal, l'expression de la chaîne a5(IV) est régulée
négativement alors que celle de la chaîne a6(IV) est maintenue au niveau de
l'intestin adulte. L'expression des chaînes a5(IV) et a6(IV) diffère au cours
de la différenciation des cellules Caco-2/1 5 (lignée de cellules épithéliales
intestinales). Par analyse Northern, le transcrit de la chaîne a5(IV) présente
une expression maximale peu après la différenciation des cellules et on
observe, par transfert Western, une accumulation de sa protéine au cours de
la différenciation de la lignée cellulaire Caco-2/1 5. Les niveaux protéiques
de la chaîne a6(IV) demeurent stables peu importe le stade de confluence.
In vitro, les chaînes a5(IV) et a6(IV) sont exprimées par les cellules
épithéliales et mésenchymateuses, suggérant une double origine de ces
chaînes déposées au niveau de la lame basale épithéliale. À l'heure actuelle,
les rôles fonctionnels qu'exercent ces deux chaînes de collagène IV sont
encore inconnus. Cependant, la mise au point d'un système inductible
permettant l'inhibition de l'expression de ces chaînes pourrait bientôt révéler
d'importants indices sur les fonctions biologiques de ces molécules.
Finalement, ces données indiquent que la lame basale épithéliale de l'intestin
contiendrait quatre chaînes de collagène IV. En plus du collagène classique
[al (IV)]2a2(IV), un second réseau de collagène IV composé des chaînes a5
et a6 serait présent.
XIV
I. INTRODUCTION
1- Développement de l'intestin humain
1.1 Intestin grêle
La morphogénèse intestinale est un processus multiphasique au cours duquel
l'intestin primitif évolue et se spécialise avec la formation de segments intestinaux
distincts. Contrairement au développement intestinal chez le rat et la souris qui
n'ont qu'une courte période de gestation (19-21 jours), l'intestin humain acquiert
sa maturité structurale et fonctionnelle sur une longue période (environ 10
semaines). À la huitième semaine de gestation, la paroi de l'intestin grêle humain
consiste simplement en un tube recouvert d'un épithélium pluristratifié. La
formation des viilosités, par l'infiltration du mésenchyme dans l'épithélium
pluristratifié, débute dans l'intestin proximal dès la neuvième semaine. La
formation des viilosités se poursuit plus distalement, jusqu'à ce que l'intestin grêle
entier soit recouvert de courtes viilosités avec un épithélium simple et cylindrique
(11-12 semaines de gestation). Vers la quatorzième semaine de gestation, les
cryptes primitives commencent à se développer. À la mi-gestation (vers 20
semaines), la morphologie de la muqueuse de l'intestin grêle foetal ressemble déjà
à celle de la muqueuse de l'intestin grêle adulte avec des cryptes et viilosités bien
développées (MÉNARD, 1989; MÉNARD et BEAULIEU, 1994).
1.2 Côlon
Le côlon se développe de façon similaire à l'intestin grêle. Ce processus est
par contre effectué à partir de la portion la plus distale du côlon vers sa portion
antérieure, avec environ deux semaines de retard sur le développement de l'intestin
grêle. Entre huit et onze semaines de gestation, de nombreux replis longitudinaux
se forment le long de la paroi du côlon. L'épithélium pluristratifié du côlon est
remplacé par un épithélium simple cylindrique et, par la suite, la formation des
villosités est initiée. Au même moment, les cryptes débutent leur formation avec
le remodelage du mésenchyme voisin. Des cryptes sont observées dans tout le
côlon entre les quatorzième et seizième semaines de gestation. Contrairement aux
villosités de l'intestin grêle, les villosités du côlon sont des structures transitoires
au cours du développement de ce segment, qui disparaissent entre la trentième
semaine de gestation et la naissance (MÉNARD, 1989; MÉNARD et BEAULIEU,
1994).
1.3 Axe crypte-villosité
Les cellules qui composent l'épithélium de l'intestin grêle représentent un
système très dynamique en perpétuel renouvellement. Ce processus implique la
division des cellules souches localisées au fond de la crypte, la migration des
cellules filles le long de la crypte et de la villosité, puis finalement la desquamation
des cellules sénescentes dans la lumière intestinale (HERMOS et al., 1971;
ALTMANN et LEBLOND, 1982; POTTEN et LOEFFLER, 1991; PAUL et al., 1993).
Ceci permet de maintenir un équilibre entre les cellules hautement prolifératives et
les cellules pleinement différenciées qui sont éliminées, gardant ainsi la masse
épithéliale constante (PODOLSKY, 1993). Ce système à renouvellement continu
se compose de deux compartiments cellulaires séparés, soit les compartiments
prolifératif et différencié localisés respectivement à la base des cryptes et sur les
villosités. L'épithélium des villosités est principalement composé de cellules
absorbantes matures et de cellules à mucus, alors que les cryptes contiennent les
cellules souches, les cellules en voie de différenciation ainsi que les cellules de
Paneth. La différenciation de chacun des types cellulaires prend place au cours de
la migration vers le haut de la villosité (cellules absorbantes, à mucus et entéro-
endocrines) ou vers le bas de la crypte (cellules de Paneth) (BJERKNES et CHENG,
1981 ; LEBLOND, 1981 ). Les cellules de la crypte sont beaucoup plus prolifératives
que différenciées, tandis que les cellules qui composent la villosité sont pleinement
différenciées et possèdent des fonctions spécialisées de digestion et d'absorption
(BARNARD et al., 1989). L'épithélium intestinal intact représente un système
attrayant pour l'étude de la croissance et de la différenciation cellulaire.
2- Microenvironnement cellulaire et moléculaire des entérocytes
Comme pour les autres cellules épithéliales, les entérocytes ne peuvent pas
être considérés comme une entité isolée. Il est de plus en plus évident que
l'expressionde gènes "tissus-spécifiques" requiertun microenvironnementcellulaire
et moléculaire précis. Les éléments cellulaires de ce microenvironnement, d'abord
suggérés par Le Douarin (LE DOUARIN, 1964), sont représentés par l'unité
épithélio-mésenchymateuse. Cette unité a clairement été définie dans différents
organes, incluant l'intestin, par la démonstration de l'existence d'interactions
permissive/instructive réciproques entre les compartiments épithéliaux et
mésenchymateux, pendant le développement embryonnaire et post-natal de
l'intestin grêle (HAFFEN et al., 1989; YASUGI, 1993). Une autre évidence que les
entérocytes ne sont pas des entités isolées est que la différenciation in vitro des
cellules de l'endoderme intestinal nécessite un support mésenchymateux
(KEDINGER et al., 1987; STALLMACH et al., 1989; TAKIGUCHI-HAYACHI et
YASUGI, 1990; YASUGI, 1993). Dans l'intestin en développement aussi bien
qu'au niveau de l'axe crypte-villosité de l'intestin adulte, l'épithélium est toujours
en étroite association avec les cellules de mésenchyme sous-jacentes (JOYCE et
al., 1987).
Le troisième élément de cette unité est la matrice extracellulaire, en
particulier la lame basale, laquelle est localisée à l'interface épithélio-
mésenchymateuse (TIMPL et DZIADEK, 1986; MARTIN et al., 1988; LEBLOND et
INDUE, 1989; MERKER, 1994; TIMPL et BROWN, 1996). Basé sur les
observations que les cellules épithéliales sont en contact direct avec la lame basale
et que les molécules qui la constituent ont été identifiées comme des effecteurs
dynamiques de l'adhésion, de la migration et de la différenciation cellulaire, les
composés de la lame basale ont reçu une attention particulière comme éléments
clés du microenvironnement dit moléculaire (HAFFEN et al., 1989; BOSMAN et al.,
1993; MAY, 1981; BISSELL et al., 1982; MONTESSANO, 1986; SANDERS, 1988;
KLEINMAN et al., 1987; MCDONALD, 1989).
3- Lame basale
La lame basale est un mince feuillet spécialisé où se concentrent les
composés de la matrice extracellulaire. Cette structure permet la
compartimentalisation des tissus et fournit les substrats pour les cellules des
organes ainsi que d'importants signaux pour la différenciation, le maintien et le
remodelage des tissus (HUDSON et al., 1993). La lame basale intestinale contient
tous les composés majeurs spécifiques à la plupart des lames basales, aussi bien
que certaines macromolécules non-exclusives trouvées dans la matrice
extracellulaire interstitielle (revue par BEAULIEL), 1997). La lame basale intestinale
est donc composée du collagène de type IV, de la laminine, du nidogène (entactine)
et du protéoglycan héparane sulfate ainsi que de deux constituants de la matrice
interstitielle, la ténascine et la fibronectine cellulaire.
La composition de la lame basale peut varier le long de l'axe crypte-villosité
et au cours du développement de l'intestin grêle. Ces changements de
composition sont impliqués dans la régulation morphologique et fonctionnelle de
l'intestin (ENGVALL, 1993; GARROD, 1993; LIN et BISSELL, 1993), via la
présence de récepteurs spécifiques à la surface cellulaire (KURKINEN et al., 1984;
AUMAILLY et TIMPL, 1984). Certains de ces récepteurs, dont ceux de la
superfamille des intégrines, peuvent servir de connection structurale entre la
matrice extracellulaire et le cytosquelette et moduler différentes activités de gènes
(HYNES, 1992; SCHWARTZ, 1992; CYBULSKY et al., 1993).
4- Collagène de type IV
Les collagènes forment une superfamille de protéines structurales majeures
de la matrice extracellulaire. Leur importance est plus évidente dans les tissus
conjonctifs tels les os, le cartilage, les ligaments, les tendons, le derme et la
dentine, où ils fournissent une matrice de fibres hautement organisée. Le collagène
fournit également une intégrité structurale aux capsules, septum et laminae des
systèmes gastrointestinai, cardiovasculaire, urogénital, respiratoire et nerveux. Les
lames basaies de collagène remplissent d'importantes fonctions structurales et
physiologiques au niveau des reins, poumons et autres tissus. Les collagènes des
yeux et oreilles ont aussi des rôles structuraux et physiologiques spécialisés (COLE,
1994).
Jusqu'à présent, on a identifié dix-neuf types de collagène (l-XIX) contenant
plus de trente chaînes polypeptidiques distinctes codées par des gènes répartis sur
au moins douze chromosomes (KIVIRIKKO, 1993; BROWN et TIMPL, 1995;
PROCKOP et KIVIRIKKO, 1995). Ces molécules de collagène sont exprimées au
niveau d'une variété de sites physiologiques, mais seul le collagène de type IV est
retrouvé au niveau des lames basaies.
4.1 Structure et assemblage
Le collagène de type IV est composé, comme les autres collagènes, de trois
chaînes a enroulées en hélice (VAN DER REST, 1987; TIMPL, 1989; GIRY-
LOZINGUEZ et al., 1994). Chaque chaîne est constituée d'un long domaine
collagénique d'environ 1,400 résidus d'acides aminés avec la séquence Glycine-X-
Y où X et Y correspondent généralement aux acides aminés proline et
hydroxyproline, respectivement. La glycine est le plus petit des acides aminés et
sa présence toutes les trois positions est essentielle pour permettre l'enroulement
de la triple-hélice. Le collagène de type IV fait partie de la classe des collagènes
non fibrillaires et est constitué d'un long domaine collagénique avec des extrémités
non collagéniques. Le domaine collagénique comporte une vingtaine de courtes
interruptions non collagéniques, qui jouent probablement un rôle dans sa flexibilité.
L'extrémité aminoterminale de la molécule, le domaine dit 7S, de 20 à 30 acides
aminés, comporte des résidus cystéines impliqués dans les liaisons
Intermoléculaires, alors qu'à l'extrémité carboxyterminale persiste un domaine non
collagénique dit NC1, d'environ 220 résidus, constitué de deux moitiés homologues
contenant chacune six cystéines, responsables de la formation de ponts disulfures
intra- et intermoléculaires. Ces propriétés permettent l'organisation du collagène
IV en un réseau plan à la fois flexible et résistant dans les membranes basales.
La formation d'un tel réseau de collagène IV s'effectue via trois types
d'interactions entre les molécules de collagène. Tout d'abord, ces molécules
s'associent, pour former des dimères, via des interactions entre leur domaine NC1.
Ces dimères vont ensuite s'associer via leur domaine 7S pour la formation de
tétramères. À ces deux types d'interactions, s'ajoutent les interactions hélicoïdales
latérales-latérales qui procurent la structure supramoléculaire du réseau de
collagène IV des lames basales (MARTIN et al., 1988; BURBELO, 1990;
BURGESSON, 1992; HUDSON, 1992). Ces réseaux de collagène IV forment le
treillis de base des lames basaies sur lequel s'associent les autres constituants de
la matrice extracellulaire (TIMPL, 1989; YURCHENCO, 1990; PAULSSON, 1992).
4.2 Famille
Actuellement, le collagène de type IV constitue une famille de six chaînes
polypeptidiques (a1-or6) génétiquement distinctes mais de structures semblables
(HUDSON, 1993; OOHASHI et al., 1994; ZHOU et al., 1994). L'existence de six
chaînes permet la formation de différentes molécules de collagène IV. Cependant,
très peu d'information est connue sur leur composition exacte. Des évidences
suggèrent la présence d'hétérotrimères composés des chaînes (a1)2a2 et (a3)2a4
et des homotrimères (ai )3 et (03)3 (HUDSON et al., 1993). Les isoformes pour les
chaînes a5 ou a6 n'ont pas encore été décrites. Ces chaînes sont codées par six
gènes, C0L4A1-C0L4A6, qui ont une organisation génomique tout à fait
particulière, puisqu'ils sont regroupés deux par deux sur trois chromosomes; les
chaînes al (IV) et a2(IV) sur le chromosome 13, a3(IV) et a4(IV) sur le chromosome
2 et a5(IV) et a6(IV) sur le chromosome X. Chacune des paires de gènes présente
la même organisation "tête-à-tête", avec une orientation transcriptionnelle inverse,
les extrémités 5' de chacun des deux gènes étant séparées par moins de 500
paires de bases. La caractérisation de la structure primaire de ces chaînes a révélé
des analogies importantes, en particulier au niveau du domaine NC1, qui permet
de distribuer les chaînes en deux classes: al-///ce, comportant les chaînes al, 3 et
5, et a2-l/ke, comportant les chaînes a2, 4 et 6. Cela suggère l'existence d'un
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gène ancestral commun qui se serait d'abord dupliqué au même locus, puis ces
deux gènes se seraient tripliqués sur deux autres chromosomes.
4.3 Distribution des chaînes al (IV)-o6(lV)
Le collagène classique (chaînes al (IV) et a2(IV)) est un constituant
ubiquitaire des lames basales alors que les chaînes a3(IV)-a6(IV) ont une
distribution plus restreinte. Certains tissus synthétisent les six chaînes de
collagène IV: soit les reins, les poumons, les muscles squelettiques, les méninges
et le coeur (HEIDET et al., 1997). Il est intéressant de noter que les chaînes a3(IV)
et a4(IV) sont toujours co-exprimées dans les mêmes tissus. Ces deux chaînes
sont également exprimées au niveau des lames basales de l'oeil, de l'oreille et du
cerveau (KLEPPEL et al., 1989). En revanche, les chaînes a5(IV) et a6(IV) sont co-
exprimées dans certains tissus (la peau et l'oesophage par exemple), mais pas dans
tous: la chaîne a5(IV) est exprimée dans le rein au niveau de la lame basale
glomérulaire, ce qui n'est pas le cas de la chaîne a6(IV) (NINOMIYA et al., 1995;
PEISSEL et al., 1995). La chaîne a5(IV) est également exprimée au niveau du
cerveau (ZHOU et al., 1994) et de l'oeil (KLEPPEL et MICHAEL, 1990).
4.4 Expression des chaînes al (lV)-a5(IV) au niveau de l'intestin grêle
Récemment, l'expression des chaînes al (IV)-a5(IV) a été analysée au niveau
de l'intestin grêle (BEAULIEU et al., 1994), la chaîne a6(IV) n'étant pas encore
identifiée. Les chaînes du collagène classique (al (IV)/a2(IV)) sont exprimées au
niveau des lames basales de tout l'épithélium et des éléments cellulaires de la
lamina propria de l'intestin grêle foetal. Il n'est pas étonnant de détecter ces deux
chaînes au niveau de l'intestin, vue leur expression ubiquitaire. Aucune modulation
de l'expression de ces chaînes de collagène n'a été observée, suggérant ainsi pour
ces molécules aucun rôle fondamental dans la régulation du développement et de
la différenciation intestinale.
Cependant, les chaînes a3(IV)-a5(IV) étaient plus susceptibles de jouer un
rôle dans le développement intestinal, étant donné leur distribution restreinte. Les
chaînes a3(IV) et a4{IV) ne sont pas détectées dans l'intestin grêle, ce qui est
compatible avec la distribution restreinte des isoformes du collagène de type IV
(KLEPPEL et al., 1989). Étonnamment, par immunofluorescence, un marquage de
la chaîne a5(IV) a été observé au niveau du domaine basolatéral des cellules
épithéliales et dans le mésenchyme sous-jacent de l'intestin grêle foetal (18
semaines). Au niveau de l'intestin adulte, l'antigène de la chaîne a5(IV) n'est que
faiblement exprimé, tant au niveau de la lame basale que des éléments cellulaires
de la lamina propria. La régulation négative de l'expression de la chaîne a5(IV) au
cours du développement de l'intestin a été confirmée par RT-PCR (BEAULIEU et al.,
1994).
5- Pathologies associées au collagène de type IV
Des anomalies d'expression des chaînes du collagène IV peuvent avoir des
conséquences graves, illustrant ainsi l'importance du collagène IV au niveau des
lames basales.
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5.1 Maladie de Goodpasture
La maladie de Goodpasture peut se déclarer chez les individus des deux
sexes et de tout âge. Cependant elle se déclare le plus souvent au cours de la
troisième décennie, mais avec un second pic d'incidence chez les patients de plus
de cinquante ans (TURNER et REES, 1996).
Plus précisément, cette pathologie est une maladie autoimmune léthale qui
se caractérise par une glomérulonéphrite et des hémorragies pulmonaires médiées
par des anticorps ayant comme cibles les lames basales glomérulaires et alvéolaires
(HUDSON et al., 1993). L'épitope des anticorps de la maladie de Goodpasture a
été localisé à l'extrémité carboxyterminale du domaine NC1 de la chaîne o3(IV),
comprenant les trente-six derniers résidus comme site primaire d'interaction
(HUDSON et al., 1993). L'initiateur de la synthèse d'autoanticorps n'est pas
encore identifié, mais de solides évidences portent à croire à une prédisposition
héréditaire.
5.2 Syndrome d'Alport et léiomyomatose oesophagienne diffuse
Le syndrome d'Alport (SA) est une affectation héréditaire, généralement
transmise par le mode dominant X-lié avec des symptômes plus sévères chez les
hommes. Cette pathologie est caractérisée par l'association d'une néphropathie
hématurique évoluant vers l'insuffisance rénale chronique, une surdité de
perception et des lésions oculaires (WEBER et al., 1992; TRYGGVASON et al.,
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1993). La néphropathie est caractérisée par des anomalies ultrastructuraies des
membranes basales glomérulaires (HINGLAIS et al., 1972; SPEAR et SLUSSER,
1972). Ces anomalies des lames basales glomérulaires proviennent des mutations
(plus de 200 mutations différentes) du gène C0L4A5 (TRYGGVASON et al., 1990;
ANTIGNAC et al., 1994; HEIKKILÀ et SOININEN, 1996; KNEBELMANN et al.,
1996; RENIERI et al., 1996). Chez environ les deux tiers des patients masculins
atteints du SA, les chaînes a3(iV)/a4(IV) et a6(IV) sont absentes des membranes
basales rénales. Ces constatations ont fait suggérer qu'une anomalie de
conformation de la chaîne a5 du collagène IV peut empêcher l'intégration normale
des chaînes a3(IV)/a4(IV) et a6(IV) dans le réseau de collagène IV (KASHTAN et
al., 1996). De plus, la surexpression des chaînes al (IV)/a2(IV), observée dans les
membranes basales glomérulaires, supporte les études suggérant que les chaînes
a1(IV)/a2(lV) forment un réseau collagénique indépendant de celui des chaînes
a3(IV)/a4(IV).
Dans le cas du SA récessif autosomique, encore plus rare, ce sont les
mutations du gène C0L4A3 ou C0L4A4 qui sont responsables de la pathologie.
Dans ce cas, les altérations ultrastructurales des lames basales sont identiques à
celles observées dans la forme liée à l'X et la gravité de la maladie est identique
chez les garçons et les filles.
Certains patients atteints du SA peuvent également développer la
léiomyomatose oesophagienne diffuse (LOD). La LOD est une affectation tumorale
rare causée par la prolifération bénigne des cellules musculaires lisses, ayant pour
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conséquence l'épaississement diffus de la paroi de l'oesophage. La dysphagie et
des vomissements à répétition sont les symptômes qui apparaissent dès l'enfance
et mènent généralement à une oesophagectomie chirurgicale. D'un aspect
moléculaire, les patients atteints de la LOD présentent une délétion en 5' du gène
C0L4A5 (sur une plus ou moins grande étendue) qui se poursuit en emportant les
deux premiers exons du gène C0L4A6 et se termine toujours dans une région
assez bien définie au niveau du deuxième intron du gène C0L4A6 (ZHOU et al.,
1993). Les patients atteints du SA ne présentent pas nécessairement les
symptômes de la LOD, alors que les patients atteints de la LOD ont nécessairement
le SA.
Les fonctions des chaînes à expression restreinte (o3(IV)-o6(IV)), autres que
structurales, sont encore inconnues. Cependant, leur implication pathologique
(maladie de Goodpasture, SA et LOD) fournit de nouveaux indices sur la structure
et les propriétés des lames basales spécialisées. Les mutations causant le SA et
la LOD ainsi que la distribution tissulaire limitée des chaînes correspondantes,
indiquent clairement des fonctions biologiques spécifiques pour ces chaînes,
incluant un rôle vital dans la fonction de tamis moléculaire des lames basales
glomérulaires et dans la différenciation cellulaire, dont celle des muscles lisses.
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6- Objectifs du projet de maîtrise
Suite aux études préliminaires menées sur l'expression de la chaîne o5{IV)
au cours du développement de l'intestin humain, à la récente identification de la
chaîne a6(IV) et à l'absence de rôle fonctionnel attribué à ces deux chaînes de
collagène IV, les objectifs de mon projet de maîtrise se définissent comme suit:
- Étudier l'expression de la chaîne o5(IV) au cours du développement de
l'intestin grêie et de la différenciation des cellules Caco-2/15.
- Déterminer si la chaîne a6(IV) est synthétisée au niveau de l'intestin grêle
humain. Et si c'est le cas, étudier son expression au cours du
développement intestinal et de la différenciation des cellules Caco-2/15.
- Étudier l'origine cellulaire et la déposition, au niveau de la lame basale
intestinale des chaînes a5(IV) et ûr6(IV) du collagène de type IV.
- Étudier les rôles fonctionnels qu'exercent les chaînes a5 et 06 du
collagène de type IV au niveau de l'intestin.
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II. MATÉRIEL ET MÉTHODES
1- Spécimens
1.1 Tissus foetaux et adultes humains
Les intestins grêles de région proximale ont été obtenus de foetus humains
âgés de douze à vingt semaines de gestation. Les avortements légaux ont été
effectués par la méthode de succion et de curetage. L'âge des foetus a été
déterminé en se basant sur le dossier médical ou l'échographie. Les intestins
adultes ont été obtenus d'interventions chirurgicales. Les tissus normaux
provenaient des marges de résection. L'utilisation du matériel humain était
approuvée par le Comité de déontologie institutionnel.
1.2 Isolement des cellules épithéliales et mésenchymateuses d'intestin grêle
foetal humain par Matrisperse
La dissociation de l'épithélium du mésenchyme des intestins foetaux est une
méthode qui a été mise au point dans notre laboratoire (PERREAULT et al., en
préparation). Des échantillons purs de cellules épithéliales et mésenchymateuses
ont été obtenus suite à un traitement au Matrisperse (Collaborative Biomédical
Products), un pioduit commercialisé pour isoler les cellules cultivées sur le Matrigel,
une matrice composée principalement de laminine et de collagène. Pour obtenir la
dissociation complète de l'épithélium du mésenchyme, les intestins grêles de foetus
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âgés entre 15 et 20 semaines de gestation ont été ouverts longitudinalement puis
fragmentés en petits morceaux (5X5 mm^). Les fragments ont été déposés dans
5 mi de Matrisperse et incubés, avec agitation, à 4°C (8 à 10 heures) dans des
pétris de plastique de 100 mm (Falcon, Becton-Dickenson Labware) (8-12
fragments/pétri). La suspension cellulaire contenant les cellules épithéliales a
délicatement été prélevée sans perturber le tissus mésenchymateux et a été
centrifugée, pendant 7 minutes, à 100 x g dans une centrifugeuse de type lEC PR-
J (Damon). Le tissus mésenchymateux a été retiré du Matrisperse et chaque
fragment a délicatement été lavé avec une saline tamponnée aux ions phosphate
(PBS) pour éliminer les cellules épithéliales encore présentente. Afin de permettre
l'analyse des protéines et ARNs des cellules épithéliales et mésenchymateuses,
l'extraction des protéines (section 4) et ARNs (section 5) a ensuite été effectuée.
2- Culture de cellules
2.1 Cellules Caco-2/15
La lignée cellulaire Caco-2/15 nous a été fournie par le Dr. A. Quaroni
(Cornell University, Ithaca, N.Y.). Ce clone est dérivé de la lignée parentale Caco-2
(HTB 37; American Type Culture Collection, Rockville, MD, U.S.A.) et a été
caractérisé précédemment (BEAULIEU et QUARONI, 1991 ; VACHON et BEAULIEU,
1992; VACHON et al., 1993). Cette lignées cellulaire a été isolée d'un
adénocarcinome de côlon humain et est reconnue pour se comporter comme des
cellules entérocytaires d'intestin grêle foetal (BEAULIEU et OUARONI, 1991;
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VACHON et BEAULIEU, 1992; VACHON et al., 1993). Cette lignée cellulaire est
la seule lignée intestinale humaine ayant la capacité de se différencier en culture,
mimant ainsi la différenciation des entérocytes le long de l'axe crypte-villosité de
l'intestin. Les cellules ont été cultivées dans des pétris de plastique de 100 mm
(Falcon, Becton-Dickenson Labware) à dans une atmosphère 95% air et 5%
CO2 avec du milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM), contenant 10% de sérum
de veau foetal ICN CELLect Gold (ICN Biomedicals), 10 mM d'Hepes et 2 mM de
glutamine (tous provenant de GIBCO/BRL, Burlington, Ont.) .Les milieux ont été
changés toutes les quarante-huit heures en ajoutant 10 ml de mileu frais et les
cellules étaient passées lorsqu'elles atteignaient 80% de confluence. Tel
qu'indiqué au fur et à musure, les cellules ont été utilisées à différents stades de
confluence, dépendamment des besoins.
2.2 Cellules épithéliales intestinales humaines (HIEC)
Les cellules HIEC ont été isolées dans notre laboratoire (PERREAULT et
BEAULIEU, 1996). La procédure consistait à isoler les cellules épithéliales
d'intestins grêles obtenus de foetus humains âgés de dix-sept à dix-neuf semaines
de gestation, en traitant les morceaux d'intestin à la thermolysine (protéase de type
X) 0,005% (Sigma Chemical Co). Suite au traitement à la thermolysine, le
surnageant a été récupéré et les cellules épithéliales ont été mises en culture. La
population pure de cellules épithéliales ainsi isolées a été cultivée dans des pétris
de plastique de 100 mm, à 37°C dans une atmosphère 95% air et 5% CO2, avec
du DMEM contenant 5% de sérum de veau foetal, 5 ng/ml de facteur de croissance
17
épidermique humain (hEGF) (Boehringer Mannheim), 0.2 Ui/mi d'insuline humaine
(Connaught Novo Laboratories), 50 U/ml de pénicilline, 50 U/ml de streptomycine,
10 mM d'Hepes et 2 mM de glutamine. Les milieux étaient changés trois fois par
semaine en ajoutant 10 ml de milieu frais et les cellules étaient passées, un dans
deux, à l'atteinte de la confluence. Les cellules utilisées dans les expériences
étaient à différents temps de confluence, entre les passages 4 et16.
2.3 Cellules mésenchymateuses intestinales humaines (HIM)
Ces cellules ont été isolées du mésenchyme d'un intestin foetal humain de
dix-huit semaines (VACHON et al., 1993). Des explants de jéjunums ont été
digérés partiellement, à l'aide de trypsine (0.5% trypsine-0.54 mM EDTA dans du
PBS sans Ca^^ et Mg^""), deux fois dix minutes à 23''C. Les fragments ont été
récupérés et mis en culture selon les mêmes conditions que pour les cellules Caco-
2/15 (section 2.1). On a ainsi obtenu une population pure de cellules
mésenchymateuses. Les milieux étaient changés toutes les quarante-huit heures
en ajoutant 10 ml de milieu frais et les cellules étaient passées lorsqu'elles
atteignaient 80% de confluence. Les cellules utilisées dans les expériences étaient
à différents temps de confluence, dépendamment des besoins.
2.4 Co-culture
Afin d'obtenir les co-cultures, les cellules Caco-2/15 ont été ensemencées
à haute densité (1X10' cellules) sur des cellules HIM à deux jours post-confluence.
18
Les cellules ont été conservées jusqu'à six jours, en renouvelant le milieu aux
quarante-huit heures. Le milieu et les conditions de cultures étaient les mêmes que
pour les cellules Caco-2/15 (section 2.1).
3- Localisation des chaînes du collagène IV par immunofluorescence indirecte
3.1 Préparation des spécimens
3.1.1 Co-culture
Les co-cultures ont été cultivées, puis incluses dans un milieu d'enrobage
pour échantillons de tissus à congeler (Optimum Cutting Température; Tissue Teck,
Miles Laboratories) et rapidement congelées dans l'azote liquide. Les blocs étaient
conservés à -80°C (BEAULIEU et al., 1990; BEAULIEU et al., 1991).
3.1.2 Tissus humains
Les intestins grêles foetaux et adultes étaient conservés intacts. Les
segments, d'environ un cm de long, ont été lavés dans du PBS, asséchés, inclus
dans le milieu d'enrobage puis rapidement congelés dans l'azote liquide. Les blocs
étaient conservés à -80°C.
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3.2 Coupes de tissus
Les tissus utilisés étaient des jéjunums obtenus de foetus humains âgés de
douze à vingt semaines de gestation ainsi que des jéjunums obtenus d'adultes
sains. De ces tissus, nous avons effectué des coupes de 3 //m d'épaisseur, à l'aide
d'un cryostat de type Jung Frigocut 2800N (Leica Instrument). Les coupes ont été
déposées sur des lames de verre préalablement traitées à la poly-L-lysine (Sigma),
pour l'utilisation des anticorps dirigés contre les chaînes o5(IV) et a6(IV), ou au
silane (Sigma), pour l'utilisation des autres anticorps, et placées à 37°C pendant
une heure. Les coupes ont été conservées à -80°C.
3.3 Procédure d'immunofluorescence indirecte
Les coupes de tissus, conservées à -80''C, ont été équilibrées une heure à
la température de la pièce. Les spécimens ont été fixés pendant cinq minutes à
A^C avec de l'éthano! (95%) froid, puis rincés au PBS. Pour la détection des
chaînes a5(IV) et a6(IV), les coupes ont été dénaturées une heure à 4°C dans une
solution urée 6 M, glycine-HCI 0,1 M, pH 3,5. Les spécimens ont ensuite été
lavés, trois fois cinq minutes, avec du PBS, à la température de la pièce. Puis les
lames ont été incubées quarante-cinq minutes, à 4°C, dans une solution de PBS
contenant 100 mM de glycine. Ensuite, trois lavages de dix minutes au PBS ont
été effectués (BEAULIEU et al., 1991; BEAULIEU, 1992; VACHON et al., 1993;
BEAULIEU et al., 1993).
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Les coupes de tissus ont été bloqués (pour empêcher la liaison non-
spécifique de l'anticorps), pendant une heure, avec une solution de 10% de lait en
poudre écrémé dans du PBS (Blotto 10%), préalablement centrifugée. Seule
exception, lors de l'utilisation de l'anticorps contre la chaîne a6(IV), l'agent
bloquant était une solution de 2% d'albumine de sérum bovin (Sigma Chemical
Co). Puis, deux lavages de cinq minutes avec du PBS ont été effectués. Il est à
noter que l'étape de blocage ainsi que les étapes avec les anticorps primaires et
secondaires ont été effectuées dans une chambre à humidité à la température de
la pièce.
Pour la réaction d'immunofluorescence, les différents anticorps primaires
(énumérés au tableau 1), dilués dans leur agent bloquant, ont été déposés sur les
coupes, à raison de 50 /yl par coupe, et incubés pendant une heure. De nouveau,
trois lavages de dix minutes au PBS ont été effectués. Ensuite, l'anticorps
secondaire, un anticorps de chèvre (fragment F(ab')2) anti-immunoglobuline de lapin
ou de souris pour CY-90 conjugué à la fluorescéine (Boehringer Mannhein), a été
ajouté de la même façon que pour l'anticorps primaire. Les lames ont été incubées
pendant une heure à la température de la pièce et à l'abri de la lumière. Après trois
lavages de dix minutes et une coloration de trente secondes au bleu d'Évans
(0,01% dans du PBS), les lames ont été montées avec un mélange glycérol-PBS
9:1 contenant 10 //g/ml de paraphényidiamine. Les observations ont été
effectuées sur un microscope à fluorescence de type Reichert Polyvar 2 (Leica
Instrument). Les photographies ont été prises sur film de type Tri-X Pan 400 ASA
(Kodak).
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Tableau 1. Liste des anticorps primaires utilisés pour l'immunotluorescence
indirecte et pour la détection des antigènes dans l'analyse Western
NOM TYPE ANTIGÈNE DILUTION SOURCE MÉTHODE
CY-90 Mab/S Kératine 18 1/1000 Sigma (LEVY et
al.,1988)
AW
AB748 Pab/L a1(IV),a2(IV) 1/800 Chemicon Int., El
seconde, CA
IF
Anti-Lacl Pab/L Répresseur
Lad
1/1000 Stratagene AW
Caco 3/73
(HSI 14)
Mab/S Sucrase-
Isomaltase
1/5 Dr. A. Ouaroni
(BEAULIEU et al., 1989)
AW
Anti-o5(IV)
J-2
Pab/L a5(IV) 1/500
1/300
Dr. J.-F. Beaulieu
(BEAULIEU et al., 1994)
IF
AW
Anti-o6|IV) Pab/L o6(IV) 1/200
1/500
Dr. J. Zhou (Peissel et
al., 1995)
IF
AW
Légende: Mab/S -> Anticorps monocional de souris
Pab/L -> Anticorps polyclonal de lapin
AW -> Analyse Western
IF -> Immunofluorescence indirecte
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4- Étude de l'expression des chaînes a5(IV) et a6(IV) par transfert Western
4.1 Préparation des échantillons
4.1.1 Les cellules Caco-2/15, HIEC et HIM
Les cellules ont été cultivées dans des pétris de 100 mm, le milieu aspiré
puis les cellules rincées trois fois avec du PBS. Nous avons ajouté 1 ml de tampon
de solubilisation (tampon Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; 0,23% de sodium dodécyl
sulfate (SDS); 10% de glycérol; 0,001% de bleu bromophénol; 5% de P-
mercaptoéthanol) aux pétris et les cellules ont été grattées. Afin de libérer les
protéines, les cellules ont été soniquées trois fois avec un sonicateur de type
Ultrasonic Processor XL (Mandel Scientific Compagny Ltd) pendant dix secondes,
à intensité 4. Les échantillons ont été chauffés pendant cinq minutes à 100°c avec
agitation régulière, puis centrifugés à 13 000 rpm cinq minutes dans une microfuge
de type Biofuge A (Baxter, Canlab). Les surnageants ont été récupérés et
conservés à -80°C.
4.1.2 Les cellules épithéliales et mésenchymateuses isolées par Matrisperse
Les cellules épithéliales récupérées suite à leur dissociation du mésenchyme
ont été centrifugées à 100 x g pendant sept minutes dans une centrifugeuse de
type lEC PR-J (Damon) et le surnageant a été éliminé. Au culot, le tampon de
solubilisation a été ajouté et les cellules ont été soniquées. Le mésenchyme a été
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lavé deux fois cinq minutes au PBS, déposé dans du tampon de solubiiisation, puis
soniqué. Les étapes suivantes étaient les mêmes que pour la préparation des
lysats protéiques des cellules (section 4.1.1).
4.2 Séparation des protéines sur gel de polyacrylamide dénaturant
Les gels utilisés étaient de type Laemmii (LAEMMLI, 1970), mais
l'acrylamide du gel de séparation était de type Thomas et Kornberg (THOMAS et
KORNBERG, 1975) (rapport acrylamide : bis-acrylamide 30:0,15).
Tableau 2. Composition des gels d'acrylamide utilisés
PRODUITS GEL D'ENTASSEMENT GEL DE SÉPARATION
(10%) (15%)
Acrylamide 30:0,15 33,25% 47,5%
Acrylamide/Bis 30% (BioRad) 13,2%
Tampon tris 1,5M pH 8,8 50% 50%
Tampon tris 1,5M pH6,8 25,2%
Eau bidistiliée 60% 15,25% 1,2%
SDS10% 1% 1% 1%
Persulfate d'ammonium 10% 0,5% 0,25% 0,25%
Temed 0,1% 0,05% 0,05%
Tableau 3. Composition du tampon d'électrophorèse de type Thomas et Kornberg
PRODUITS
SDS 0,1%
Glycine 2,88%
Tris-HCI 0,61 %
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4,3 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose
Le gel a été récupéré et équilibré pendant trente minutes dans le tampon de
transfert à 4°C (glycine 1,4%, Tris 0,3%, dans de l'eau bidistillée). Le gel, la
membrane de nitrocellulose (BioRad) et le papier Whatman ont été montés en
sandwich, puis les protéines du gel ont été transférées sur la membrane pendant
environ une heure quinze à 100 V (avec le système BioRad). Après le transfert, les
membranes récupérées ont été lavées deux fois cinq minutes dans de l'eau
bidistillée. Les protéines ont été localisées par une coloration au Ponceau Rouge
(TOWBIN et al., 1979), pour permettre de tailler les membranes et de localiser les
marqueurs de poids moléculaires. Les membranes ont été complètement
décolorées par des lavages au PBS.
4.4 Détection des antigènes
Les membranes de nitrocellulose ont d'abord été bloquées avec une solution
de Blotto 10%, pendant deux heures à 37°C. Après le blocage, les membranes
ont été incubées toute la nuit avec agitation, à la température de la pièce, avec
leurs anticorps primaires (énumérés au taleau 1) dilués avec l'agent bloqueur.
Cette Incubation a été suivie de trois lavages de dix minutes dans du PBS avec
10%-Tween 20 puis de deux lavages de dix minutes dans du PBS. Les membranes
ont ensuite été bloquées, une seconde fois, pendant une heure à la température de
la pièce, avec agitation constante. Après, les membranes ont été incubées avec
l'anticorps secondaire de chèvre anti-immunoglobuline de lapin ou de souris pour
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CY-90 conjugué à la phosphatase alcaline (BioRad), pendant une heure avec
agitation. Suivirent les lavages au PBS avec 10%-Tween 20 puis au PBS. Un
dernier lavage de cinq minutes a été effectué avec le tampon pour la phosphatase
alcaline (Tris 1,21 %; NaCI 0,58%; MgClj 1,02%; pH 9,5; dans de l'eau bidistillée)
(BEAULIEUetal., 1989; BEAULIEU et al., 1993; VACHONetal., 1993; BEAULIEU
et VACHON, 1994).
La détection des sites marqués par les anticorps a été effectuée par
l'incubation des membranes avec le réactif de la phosphatase alcaline (BioRad),
dilué dans le tampon pour la phosphatase alcaline. La réaction a été arrêtée par le
lavage des membranes dans de l'eau bidistillée et les membranes ont été séchées.
5- Extraction des ARNs
5.1 Préparation des spécimens
5.1.1 Intestins foetaux et adultes
Des segments d'intestins grêles et de côlons ont d'abord été ouverts
longitudinalement et lavés rapidement avec du PBS. Ces tissus ont ensuite été
coupés en morceaux d'environ 3 mm^ et recueillis dans une solution monophasique
de phénol et GIT (TRIzol reagent; Gibco/BRL), à raison de 1 ml par 50 mg de tissus.
Ensuite les tissus ont été homogénéisés, sur glace, à l'aide d'un appareil de type
Polytron (Brinkmann Instruments), au cinquième niveau pour une période d'environ
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trente secondes. Une seconde étape d'homogénéisation (20-30 sec) a pu être
effectuée lorsque la première étape ne suffisait pas pour obtenir une
homogénéisation complète.
5.1.2 Cellules épithéliales et mésenchymateuses isolées par Matrisperse
Les cellules épithéliales récupérées suite à leur dissociation du mésenchyme
ont été centrifugées à 100 x g pendant sept minutes, dans une centrifugeuse de
type lEC PR-J (Damon) et le surnageant a été éliminé. Au culot, le TRIzol a été
ajouté et les cellules ont été homogénéisées avec un appareil de type Polytron. Le
mésenchyme a été lavé deux fois cinq minutes au PBS et a aussi été déposé dans
du TRIzol, puis homogénéisé.
5.1.3 Cellules Caco-2/15, HIEC et HIM
Les cellules ont été cultivées dans des pétris de 100 mm et le milieu a été
aspiré. Nous avons ajouté 8 ml de TRIzol (Gibco BRL) par pétri (8 ml de TRIzol par
trois ou quatre pétris pour les cellules HIEC). Les cellules ont été grattées puis
récupérées.
5.2 Extraction des ARNs totaux
Les extractions des ARNs totaux, par TRIzol (Gibco/BRL), ont été effectuées
selon le protocole émis par son fabricant. Les tissus et cellules ont respectivement
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été homogénéisés et lysées dans le TRlzol. Le TRIzol permet le maintien de
l'intégrité de l'ARN pendant l'homogénéisation et la lyse des échantillons. Ensuite
du chloroforme a été ajouté et les tubes ont été centrifugée, séparant ainsi la
solution en une phase aqueuse et une phase organique. L'ARN demeure
exclusivement dans la phase aqueuse. Après le transfer de la phase aqueuse,
l'ARN a été récupéré par une précipitation à l'isopropanol, puis nettoyé à l'éthanol
(75%).
Les extraits d'ARN ont alors été dosés par spectrophotométrie, à 260 nm,
avec un apareil de type DU 640 (Beckman). La qualité des ARNs a été évaluée par
la migration de 5 /vg d'ARN dans un tampon de migration (1/10 du volume initial)
(0,25% bleu bromophénol, 0,25% xylène cyanol FF, 30% glycérol dans de l'eau
bidistillée), sur un gel d'agarose 1 %. La migration a été effectuée à 100 V pendant
vingt minutes. Les ARNs ont été détectés par une coloration au bromure
d'éthidium aux rayons U.V.
5.3 Extraction des ARNs poly(A)
Des ARNs extraits avec TRIzol ( ~ 1000 //g) ont été utilisés pour en extraire les
messagers. Le protocole expérimental suivi était celui émis par le fabriquant.
Brièvement, la technique du "PolyAtract mRNA Isolation System" de Promega
(Fisher Scientific) utilise l'hybridation des queues polyA des ARNm avec un
oligo(dT) biotinylé, lequel se couple avec un complexe Streptavidine-Sphère
magnétique. Par magnétisme, les ARNm ont donc été extraits des ARNs totaux.
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Les ARNm ont été dosés par spectrophotométrie, mais leur qualité n'a pas
toujours été évaluée sur gel, étant donné la faible quantité d'ARNm ainsi obtenue.
6- Transfert Northern
6.1 Préparation et marquage des sondes
Afin d'étudier l'expression des transcrits des chaînes a5(IV) et a6(IV), du
répresseur Lad, de la sucrase-isomaltase et du GAPDH, des sondes spécifiques
pour ces molécules ont été préparées.
La sonde a5(IV) (419 pb) a été obtenue par RT-PCR à partir de l'ARN total
des cellules Caco-2/15 (sections 7.1 et 7.2) et a été clonée dans le vecteur
d'expression pGem-T. Les enzymes de restriction SacU et Sali (Pharmacia) ont été
utilisés pour l'isoler. La sonde o6(IV) (1455 pb) a été obtenue par PCR, à partir du
clone JZK3 de lamda gtIO (ZHOU et al., 1993) (sections 7.1 et 7.2). Ce clone et
les amorces nous ont été fournis par le Dr. J. Zhou. La sonde a ensuite été clonée
dans le vecteur pGem-T et a aussi été isolée par la digestion avec les enzymes
Sacll et Sali (Pharmacia). La sonde du répresseur Lac I (1128 pb) a été obteue par
la digestion du vecteur p3'SS (obtenue du Dr. G. Asselin) avec l'enzyme de
restriction Narl (Pharmacia). La sonde pSIj de la sucrase-isomaltase a été obtenue
du Dr. Swallow (GREEN et al., 1987). Cette sonde de 2040 pb était clonée dans
le vecteur pSP72 et a été obtenue par digestion avec l'enzyme de restriction EcoRI
(Phamacia). Finalement, la sonde GAPDH nous a été fournie par le Dr. C. Asselin.
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Elle avait été clonée dans le vecteur pBlue Script et a été Isolée par digestion avec
l'enzyme de restriction Pst! (Pharmacia).
Les sondes ont été marquées au [a-^^P]dCTP (10 mCI/ml, Amersham) par
extension d'amorces (Multiprime Kit, Amersham), puis nettoyées sur une colonne
de G50.
6.2 Séparation des ARNs sur gel d'agarose
6.2.1 Préparation des échantillons d'ARN
Chaque échantillon a été préparé dans un volume final de 40 /yl. Ces
échantillons contenaient 35 /yg d'ARN, 14,29% de tampon d'échantillon d'ARN
(64,5% formamide délonisée, 22,58% formaldéhyde 37%, 12,90% tampon
d'acide sulfonique 3-[N-morphollno]propane 10X (MOPS 10X) et 57,14% de
tampon d'électrophorèse (50% glycérol, 1 mM EDTA, 0,4% bleu bromophénol, 1
/yg/ml bromure d'éthidium). Les échantillons d'ARN ont ensuite été dénaturés à
68°C, pendant quinze minutes. Puis Ils ont Immédiatement été déposés sur glace
et migrés sur gel d'agarose.
6.2.2 Préparation de gel d'agarose
L'appareil Northern pour la migration (BloRad) a été lavé rigoureusement.
Puis un gel d'agarose 1 % avec 10% de MOPS 10X (200 mM MOPS acide, 50 mM
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acétate de sodium, 7 mM EDTA, pH7,0) et 5% de formaidéhyde 37% (ajouté
lorsque le gel avait refroidi à 50°C) a été coulé. Le gel polymérisé a été placé sur
l'appareil de migration, rempli de tampon MOPS IX. Les échantillons d'ARN ont
été déposés dans les puits et migrés à 28 V pour la nuit.
6.3 Transfert des ARNs sur membrane de nylon
Les ARNs migrés ont été transférés par diffusion passive sur une membrane
de nylon (Nytran, Schleicher et Schuell) (SAMBROOK et al., 1989). Le transfert
a été effectué pendant quatre heures dans une solution de sel citrate sodium 20X
(SSC 20X) (3 M NaCI, 0,3 M NaCitrate). Après le transfert, la membrane a été
séchée à la température de la pièce, pendant trente minutes, et traitée aux rayons
U.V. (0,2 J/cm^) avec un appareil de type IBI Ultralinker (Kodak).
6.4 Pré-hybridation, hybridation et détection des signaux radioactifs
Les membranes transférées ont d'abord été incubées à 65°C, pendant au
moins une heure, dans une solution de pré-hybridation (120 mM Tris-HCI pH 7,4;
600 mM NaCI; 8 mM EDTA; 0,1% Na-pyrophosphate; 0,2% SDS; 0,06%
héparine). Puis la solution de pré-hybridation a été remplacée par la solution
d'hybridation (solution de pré-hybridation additionnée de 10% de dextran sulfate)
contenant la sonde préalablement dénaturée pendant cinq minutes à 99°C. Les
membranes ont ainsi été incubées à 68°C, pour la nuit. Ensuite les membranes ont
été récupérées et lavées quatre fois à la température de la pièce avec 400 ml d'une
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solution SSC 2X et SDS 1%. Les membranes ont été lavées une cinquième fois
à 65°C, pendant trente minutes. Après, un lavage de trente minutes a été effectué
à 65°C dans une solution SSC 0,1X et SDS 0,2%. Un dernier lavage de trente
minutes à 50°C a été effectué dans une solution SSC G,IX et SDS 0,1 %. Afin de
détecter les signaux radioactifs, les membranes ont été exposées à -80°C avec des
films à autoradiographie XAR5 ou Biomax MS (Kodak). Les signaux ont été
quantifiés par densitométrie à l'aide d'un Ultroscan (Pharmacia LKB XL) et
normalisés par rapport au contrôle constitutif GAPDH.
7- Étude RT-PCR de l'expression des chaînes a5(IV) et a6(IV) par rapport au SI4
7.1 Réaction de transcription inverse
La réaction de transcription inverse a été effectuée à partir des ARNs totaux
des cellules Caco-2/15 (à différents stades de confluence), HIEC, HIM et des
cellules épithéliales et mésenchymateuses isolées par Matrisperse. Tout d'abord,
0,5 /;g d'oligo(dT) (Pharmacia) a été ajouté à 5 //g d'ARN total, dans un volume
final de 12/yl. Pour permettre l'hybridation des oligo(dT) avec les queues poly(A),
les tubes ont été incubés, dix minutes, à 70°C dans un appareil à cycle thermal
(Perkin-Elmer DNA Thermal cycle model 480). À cette réaction, 4//I de tampon de
réaction 5X (Gibco/BRL), 2 //I de DTT 0,1 M et 1 /yl d'un mélange de dNTPs 10 mM
(10 mM de chacun dATP, dGTP, dCTP et dTTP) ont été ajoutés. Les tubes ont été
mélangés et incubés à 42°C, pendant deux minutes. Puis, 200 unités de l'enzyme
Super Script™ll (Gibco/BRL) ont été ajoutées, suivi d'une incubation de cinquante
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minutes à 42°C, pour permettre la transcription inverse des ARNs. Finalement, la
réaction a été arrêtée en incubant les tubes quinze minutes à 70°C. L'ADNc ainsi
obtenu a été utilisé pour la réaction de polymérisation.
7.2 Réaction de polymérisation (PCR)
Les réactions d'amplification par PCR ont été effectuées à partir de 2 //I de
la réaction de transcription inverse. À ces extraits, 98 /yl d'un tampon de réaction
de PCR, composé d'un tampon 10X (15 mM MgClj; 200 mM Tris-HCI, pH8,5; 500
mM HCI et 1 % Tween-20), 100 picomoles de chacune des amorces sens et anti
sens, 2 mM de dNTPs, 2,5 unités de l'Amplitaq polymérase (Roche) et 50/yCi de
[a-^^P]dCTP ont été ajoutés. La séquence des amorces et les conditions utilisées
pour les réactions de PCR sont décrites aux tableaux 4 et 5, respectivement.
Tableau 4 . Séquences des amorces utilisées pour la réaction de polymérisation
Cible Amorce sens Amorce anti-sens
o5(IV)
oGIIV)
Protéine
ribosomale SI4
5'CTTCCTGGATTTCCAGGGAC3' 5'CCCTGAAGACCTTGCTCACC3'
5'CTTATGGAAAGCCATGTGGG3' 5'CGGACCTTCCGGATACTCTG3'
5'GGCAGACCGAGATGAATCCTCA3' 5'CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC3'
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Tableau 5. Conditions d'amplification
Cible Dénaturation Hybridation Extension Nb. de cycles
o5(IV)
o6{IV)
Protéine
ribosomale SI4
1min. à94°C 1min. à 63°C 1min. à 72''C 25
1min. à 94°C 1min. à 60°C 1.5min. à 72°C 25
30 sec. à 94°C 30 sec. à 63°C 30sec. à 72°C 18
7.3 Migration des échantillons de RT-PCR
Les échantillons amplifiés par PCR ont été migrés sur des gels de
polyacrylamide 5% (Acrylamide/Bis 30%, BioRad) avec 20% de tampon Tris-
borate/EDTA 5X (TBE 5X) (0,4 M Tris base; 0,4 M acide borique; 10 mM EDTA pH
8,0), 0,035% de Temed et 0,7% d'ammonium persulfate. À 10 //I des réactions
de PCR, 2 ij\ de tampon de migration ont été ajoutés et les échantillons ont été
migrés, pendant trois à quatre heures, à 100 V dans un tampon TBE IX. Après
la migration, les gels ont été démontés et transférés sur un papier Whatman pour
être séchés, pendant une heure trente, à 65''C dans un séchoir de type Gel Dryer
(Savant). Enfin, les signaux radioactifs ont été détectés avec des films
d'autoradiographie XAR5 ou Biomax MR (Kodak), à la température de la pièce. Les
signaux ont été quantifiés par densitométrie à l'aide d'un Ultroscan (Pharmacia) et
normalisés par rapport au contrôle constitutif 814.
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8- Inhibition de l'expression de la chaîne o5(IV) via le système inductible LacSwitch
Le système inductible LacSwitch (Statagene) nécessite la transfection
successive des vecteurs p3'SS et pOPRSVICOL4A5 pour permettre l'expression
régulée de l'ARN anti-sens de la chaîne a5(IV). Le fonctionnement du système est
illustré d'une façon plus détaillée à la figure 1.
8.1 Clonage de l'ADNc anti-sens de la chaîne a5(IV) dans le vecteur pOPRSVICAT
L'objectif de ce clonage était d'insérer un ADNc, spécifique à la chaîne
a5(IV), avec une orientation anti-sens, à l'emplacement du gène CAT, dans le
vecteur pOPRSVICAT (6243 pb). La procédure générale de ce clonage est illustrée
à la figure 2.
8.1.1 Préparation du vecteur pOPRSVICAT pour le clonage de l'anti-sens de la
chaîne o5{IV)
Pour éliminer le gène CAT, le vecteur pOPRSVICAT a été digéré avec
l'enzyme de restriction Not! (l'unique site de clonage de ce système) et l'enzyme
a été inactivé vingt minutes à 65°C. Suite à la migration de la digestion sur un gel
d'agarose (low melting) 1 %, le vecteur pOPRSVICAT linéarisé (5467 pb) a été isolé
du gène CAT (776 pb) et purifié sur une mini-colonne avec la résine "PCR Preps"
de "Wizard Purification System" (Promega). Puis le vecteur linéarisé a été
déphosphorylé par l'enzyme CIAP (Pharmacia) et inactivé dix minutes à 75°C.
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Figure 1. Fonctionnement du système inductible LacSwitch
Le système LacSwitch utilise plusieurs éléments modifiés de l'opéron lactose pour
le contrôle de l'expression de gènes dans les cellules eucaryotes.
Les cellules transfectées, de façon stable, par les vecteurs pS'SS et
pOPRSVICOL4A5 (ADNc COL4A5 inséré avec une orientation anti-sens) expriment
le répresseur lac I qui, lorsque les cellules ne sont pas induites (A), se lie a l'opéron
lactose, inhibant la transcription de l'anti-sens.
En présence de l'inducteur IPTG (B), celui-ci se lie au répresseur lac I changeant
ainsi sa conformation. Le répresseur lac I ne peut donc plus lier son opérateur. La
transcription de l'ADNc anti-sens C0L4A5 est maintenant possible. Ces ARNm
anti-sens forment ensuite des dimères avec l'ARNm endogène (ARNm C0L4A5
sens). Ces dimères d'ARNm ne sont pas traduits, ce qui permettrait ainsi
l'inhibition de l'expression de la chaîne a5 du collagène IV par ces cellules.
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Figure 2. Procédure de clonage de l'ADNc C0L4A5 dans le vecteur pOPRSVICAT
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Finalement le vecteur a été purifié sur une mini-colonne avec la résine "clean up"
de "Wizard Purification System" (Promega).
8.1.2 Préparation de l'anti-sens a5(IV) pour son clonage dans le vecteur
pOPRSVI
La préparation de l'ADNc de la chaîne a5(IV) a été effectuée de la façon
suivante. Tout d'abord, le vecteur pGem-T, contenant cet ADNc, a été linéarisé
avec l'enzyme de restriction SacU suivie de l'inactivation de cet enzyme pendant
vingt minutes à 65°C. Ensuite, les extrémités 5' flanquantes ont été remplies avec
le fragment "Klenow" de l'ADN polymérase I (Pharmacia) et le vecteur linéarisé a
été purifié sur une mini-colonne avec la résine clean up. Puis le vecteur linéarisé
a été déphosphorylé (de la même façon que pour le vecteur pOPRSVICAT) et ligué
au linker Not! (12 pb) phosphorylé (Promega). La ligation a été effectuée selon le
protocole établi par le fabricant.
Le produit de ligation a été transformé dans les bactéries JM 109
compétentes (Promega), selon le protocole de transformation émis par Promega.
Finalement, une fraction des bactéries transformées a été inoculée sur des pétris
d'agar 1,5% avec 50 //g/ml d'ampicilline, 0,1 mg/ml d'IPTG et 100 //g/ml de X-Gal
qui ont été incubés dans une chambre à 37°C, pendant la nuit. Une dizaine de
colonies bleues ont été piquées et inoculées dans 5 ml de milieu LB avec 50//g/ml
d'ampicilline puis incubées, avec agitation, pendant la nuit dans une chambre à
ST'C. Pour chaque culture, les vecteurs ligués ont été extraits. Pour ce faire, nous
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avons centrifugé 3 ml des cultures pendant deux minutes à 12 000 rpm dans une
microcentrifugeuse de type Biofuge A et les culots ont été resuspendus avec 200
/y| de tampon de resuspension (100 /yg/ml RNase A; 50 mM Tris/HCI; 10 mM
EDTA; pH 8,0). Après, 200 /yl de tampon de lyse (200 mM NaOH; 1% SDS) ont
été ajoutés suivi de 200 /yl de tampon de neutralisation (3,0 M Kac, pH 5,5). Les
lysats ont été centrifugés pendant cinq minutes à 12 000 rpm. Ensuite le
surnageant clair a été récupéré et purifié avec un volume de phénol/choiroforme
puis avec un volume de chloroforme. Ensuite les vecteurs ont été précipités avec
un volume d'isopropanol 100% et 1/10 de volume de sodium acétate 300mM,
pendant une heure à -80°C. Les tubes ont été centrifugés dix minutes à 12
OOOrpm. Finalement, les culots ont été nettoyés avec un volume d'éthanol 75%,
séchés à l'air et resuspendus avec de l'eau stérile. Afin de vérifier la ligation du
linker Notl, les vecteurs ainsi isolés ont été digérés avec l'enzyme de restriction
Not! (Pharmacia). Nous avons choisi un clone où la digestion avec l'enzyme Notl
permettait d'isoler l'insert de la chaîne a5(IV).
8.1.3 Ligation, transformation et extraction plasmidique
Pour cloner l'ADNc anti-sens de la chaîne ff5(IV) dans le vecteur pOPRSVI
(sans le gène CAT), nous avons ligué le vecteur pOPRSVI linéaire déphosphorylé
et l'ADNc de la chaîne o5(IV) avec des extrémités Notl. Pour ce faire nous avons
utilisé la procédure de ligation de Promega. Ensuite, le produit de ligation a été
transformé dans les bactéries JM 109 compétentes (pétri sans IPTG et X-Gal) et
extrait de la même façon que pour le clonage du linker Notl (section 8.1.2). Afin
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de déterminer si l'insert était cloné avec une orientation anti-sens, les vecteurs
isolés des colonies amplifiées ont été digérés avec l'enzyme de restriction PstL
Nous avons ainsi obtenu des clones avec l'insert cloné dans les deux orientations
(orientation sens: produits de digestion de 197 pb, 2396 pb et 3277 pb;
orientation anti-sens: produits de digestion de 197 pb, 2022 pb et 3651 pb).
8.2 Transfection des cellules Caco-2/15 selon la méthode au phosphate de calcium
8.2.1 Transfection du vecteur p3'SS
Le vecteur p3'SS à été transfecté dans les cellules Caco-2/15 par la
méthode au phosphate de calcium. La veille, les cellules étaient passées dans des
pétris de 60 mm pour obtenir, le lendemain matin, des cellules à 40% de
confluence. Le milieu de culture a été remplacé par du milieu sans Hepes, trois
heures avant la transfection. Pendant ce temps, le précipité était fait. Pour le
préparer, 20 //g du vecteur pOPRSVICOL4A5 et une concentration finale de 248
mM de CaOljOnt été ajoutés au tube 1. Le volume a été complété à 500 //I avec
de l'eau bidistillée stérile. Le tube 2 contenait 500 p\ de tampon HBS 2X (280 mM
NaCI; 1,5 mM Na2HP04; 50 mM HepesH 7,1). Pour permettre la formation des
précipités, le contenu du tube 1 a été ajouté, 100 /vl à la fois, à celui du tube 2, en
"vortexant" régulièrement. Cette solution a été incubée, pendant trente minutes,
à la température de la pièce. Puis les cellules ont été lavées, pendant cinq minutes,
avec du PBS. Ensuite 4 ml de milieu sans Hepes, le précipité et 50 /yg de
chloroquine (pour inhiber le dégradation de l'ADN par les hydrolases lysosomales)
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ont été ajoutés. Les cellules ont alors été incubées pendant quatre heures dans
une atmosphère 97% air et 3% COj. Après, les cellules ont été lavées au PBS et
1,5 ml de glycérol 15% (dilué avec du tampon HBS IX) a été ajouté, pendant
trente secondes, pour augmenter l'efficacité de la transfection. Puis, les cellules
ont été lavées au PBS et 5 ml de milieu ont été ajoutés, toujours sans Hepes. Les
cellules ont alors été incubées, pendant la nuit, dans une atmosphère 95% air et
5% CO2. Le lendemain, le milieu a été changé pour du milieu normal. Quarante-
huit heures après la transfection, 50 //g/ml d'hygromycine ont été ajoutés pour la
sélection des cellules transfectées par le vecteur pS'SS. Les clones de cellules
ainsi obtenus ont été isolés à l'aide de cylindres de clonage et les cellules ont été
cultivées dans les mêmes conditions que les cellules Caco-2/15 non transfectées
(section 2.1). Suite à cette amplification des clones, les cellules ont été récupérées
pour en extraire l'ARN total (section 5) et pour préparer des lysats protéiques
(section 4.1). Les ARNs et protéines de ces clones ont été utilisés pour analyser
l'expression du répresseur Lad, de la sucrase-isomaltase et de la chaîne a5(IV)
(seulement pour les protéines) par Northern (section 6) et Western blot (section 4).
8.2.2 Transfection du vecteur pOPRSVICOL4A5
Parmi les clones transfectés par le vecteur pS'SS, le clone 8 a été choisi,
pour son expression considérable du répresseur Lad et de la sucrase-isomaltase,
pour subir une seconde transfection. Donc, le clone 8 a été transfecté par le
vecteur pOPRSVICOL4A5 par la méthode au phosphate de calcium (section 8.2.1).
Cette fois, les cellules ont été sélectionnées avec 50 //g/ml d'hygromycine et 500
41
/yg/ml de généticine (Gibco/BRL). Les clones ainsi obtenus ont également été isolés
avec les cylindres de clonage et amplifiés. Les clones ont ensuite été cultivés en
duplicata où un des deux pétris de 100 mm était induit avec une concentration de
3 mM d'IPTG, jusqu'à 5 jours post-confluence. Finalement, les cellules ont été
récupérées pour en extraire l'ARN total et comparer, par Northern (section 6) les
niveaux d'expression du transcrit de la chaîne o5(IV) entre les cellules contrôles et
induites.
9- Inhibition de l'expression des chaînes a5(IV) et o6(IV) via le système inductible
Tet-on
Le système inductible Tet-on (Clontech) nécessite, lui aussi, deux
transfections successives pour permettre l'expression régulée de l'ARN anti-sens
des chaînes a5(IV) et a6(IV). Le fonctionnement du système est illustré d'une
façon plus détaillée à la figure 3.
9.1 Transfection des cellules Caco-2/15 par le vecteur pi72-1 neo selon la
méthode à la lipofectamine
Le vecteur pi 72-1 neo a été transfecté dans les cellules Caco-2/15, avec la
lipofectamine. La veille, les cellules ont été passées dans des pétris de 35 mm
pour obtenir, le lendemain matin, des cellules à 40% de confluence. Pour la
formation de complexes ADN-lipofectamine, 2 //g du vecteur pi 72-1 neo et 100
tj\ de milieu sans sérum ont été ajoutés dans un tube. Dans un second tube, 10
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Figure 3. Fonctionnement du système Inductible Tet-on
Le système Tet-on utilise les éléments de l'opéron tétracycline pour le contrôle de
l'expression de gènes dans les cellules eucaryotes.
Les cellules transfectées, de façon stable, par les vecteur pi 72-1 neo et pUHD 10-
3 (ou pUHC 13-3 pour l'expression de la luciférirase), expriment la protéine de
fusion rTetR-VPI 6 de façon constitutive. VP16 est un activateur transcriptionnel
répondant à la tétracycline alors que rJetR est le répresseur de la tétracycline. En
présence de doxycycline (analogue plus puissant de la tétracycline), cette protéine
de fusion lie l'opérateur de la tétracycline (TRE: tétracycline responsive element)
activant ainsi le promoteur minimal de cytomégalovirus (PminCMv) Pour la
transcription du gène d'intérêt (anti-sens C0L4A5 ou C0L4A6, luciférase). En
absense de doxycycline, la protéine de fusion ne lie pas la séquence TRE.
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PCMV rTetR VP1
p172-1 neo
Dox
Dox+
rtTA
BminCMVTRE
Transcription
Gène d'intérêt
Anti-sens: pUHD 10-3 (pour le
clonage des anti-sens)
Luciférase: pUHC 13-3
fj\ de lipofectamine et 100 a/1 de milieu sans sérum ont été ajoutés. Ensuite, le
contenu des deux tubes a été mélangé et incubé pendant quarante-cinq minutes
à la température de la pièce. Pendant ce temps, les cellules ont été rincées avec
2 ml de milieu sans sérum. Puis, 800 //I de milieu sans sérum ont été ajoutés dans
le tube contenant les complexes. Les complexes ont alors été appliqués
directement sur les cellules et ces cellules ont été incubées, pendant cinq heures,
à 37-0 dans une atmosphère 95% air et 5% CO^. Après cette incubation, 1 ml de
milieu normal (contenant du sérum approuvé pour le système Tet; Clontech) a été
ajouté, sans éliminer les complexes. Dix-huit heures après le début de la
transfection, le milieu a été remplacé par du milieu frais et quarante-huit heures
après la transfection, 200, 400 et 800 /;g/ml ou 1 200 /yg/ml de généticine ont été
ajoutés pour la sélection. Les clones sélectionnés à 800 et 1 200 /vg/ml de
généticine ont été isolés avec des cylindres de clonage et amplifiés de la même
façon que pour les cellules transfectées par le vecteur pS'SS (section 8.2.1 ), alors
que les cellules sélectionnées avec 200 et 400 /;g/ml ont été amplifiées sous forme
de populations hétérogènes.
9.2 Analyse du taux d'inductibilité des cellules transfectées par le vecteur
pUHC 13-3
Les clones et les populations hétérogènes transfectés par le vecteur pi 72-1
neo ont été transfectés, de façon transitoire, par le vecteur pUHC 13-3. Cette
seconde transfection avait pour objectif d'analyser l'inductibilité à la doxycycline
des cellules de la première transfection.
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9.2.1 Transfection du vecteur pUHC 13-3 selon la méthode à la lipofectamine
La transfection à la lipofectamine a été effectuée selon la même procédure
que celle employée pour la transfection du vecteur pi72-1 neo (section 9.1).
Cependant, la transfection a été effectuée en duplicata et 1 //g/ml de doxycycline
a été ajouté, après cinq heures d'incubation des cellules avec les complexes, dans
un pétri de chaque duplicata.
9.2.2 Essais luciférase
Tout d'abord, le milieu a été éliminé et les pétris ont été lavés avec 1 ml de
PBS en prenant soin d'éliminer tout le PBS. Ensuite, 100 //I de tampon de lyse 1X
(Promega) ont été ajoutés aux pétris de 35 mm. Les pétris ont alors été incubés,
pendant quinze minutes, à la température de la pièce en les agitant régulièrement.
Ensuite, les cellules ont été grattées mécaniquement, récupérées dans des tubes
de 1,5 ml et centrifugées dix secondes (microfuge de type Biofuge A). L'activité
luciférase a été dosée avec un compteur à scintillation de type Cs-250 (Beckman)
avec l'ajout de 100 //I du substrat luciférine (Promega) à une fraction du lysat
récupérée (1 //I ou moins selon l'expression de base de la luciférine).
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III. RÉSULTATS
1- Étude de la localisation des chaînes o5 et a6 du collagène de type IV au
cours du développement de l'intestin grêle humain
Afin de vérifier la localisation des chaînes a5(IV) et a6(IV) au cours du
développement de l'intestin grêle humain, l'immunodétection de ces molécules a
été effectuée sur des sections de jéjunums foetaux (12 et 19 semaines) (fig.4) et
adultes (fig.5).
Des résultats préliminaires sur la localisation de la chaîne a5(IV) dans
l'intestin grêle ont déjà fait l'objet d'une publication (BEAULIEU et al., 1994).
1.1 Jéjunum foetal
À douze semaines de gestation, soit après l'iniatiation de la formation des
villosités, les chaînes a5(IV) (fig.4A) et a6(IV) (fig.4B) sont exprimées au niveau du
domaine basolatéral des cellules épithéliales, sur tout l'axe crypte-villosité. Aussi,
les cellules mésenchymateuses de la lamina propria expriment fortement la chaîne
a5(IV), alors que l'expression de la chaîne a6(IV) y est pratiquement négative.
À dix-neuf semaines de gestation, lorsque la structure intestinale s'apparente
à celle de l'intestin grêle adulte (cryptes et villosités matures), les chaînes a5(IV)
(fig.4C) et oBIIV) (fig.4D) présentent sensiblement le même patron d'expression
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Figure 4. Immunodétectlon des chaînes a5 et a6 du collagène IV dans le jéjunum
d'Intestin foetal
Les chaînes a5(IV) (A et C) et a6(IV) (B et D) ont été détectées par
immunofluorescence indirecte sur des sections de jéjunums de 12 (A et B) et 19
semaines de gestation (C et D).
Grossissement;
A, B, C et D: 148X
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Figure 5. Immunodétection des chaînes o5 et 06 du coliagène IV dans le jéjunum
d'intestin adulte
Les chaînes o5(IV) (A) et o6{IV) (B) ont été détectées par immunofluorescence
indirecte sur des sections de jéjunums adultes (A et B).
Grossissement:
A et B; 148X
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qu'au niveau du jéjunum de douze semaines de gestation. À ce stade du
développement, la déposition des chaînes a5(IV) et a6(IV) au niveau de la lame
basale est évidente.
1.2 Jéjunum adulte
À l'âge adulte, l'expression de la chaîne a5(IV) (fig.BA) est modifiée.
L'épithélium intestinal synthétise peu cette chaîne de collagène et seulement des
niveaux très faibles sont retrouvés au niveau du mésenchyme et de la lame basale.
Contrairement à la chaîne ûr5(IV), l'expression de la chaîne o6(IV) (fig.BB), au
domaine basolatéral des cellules épithéliales est maintenue au niveau de l'intestin
grêle adulte. Le marquage de cette chaîne de collagène est également maintenu
dans la lame basale et un faible marquage persiste au niveau de la lamina propria.
2- Étude de l'expression des chaînes o5 et a6 du collagène de type IV au
cours de la différenciation des cellules Caco-2/15
Dans le but d'approfondir l'analyse de l'expression des chaînes o5(IV) et
o6(IV), des études in vitro ont été entreprises. Le niveau d'expression des ARNm
et protéines des chaînes o5(IV) et a6(IV) a été étudié au cours de la différenciation
des cellules Caco-2/15, la seule lignée intestinale humaine ayant la capacité de se
différencier en culture, mimant ainsi la différenciation des entérocytes le long de
l'axe crypte-villosité de l'intestin. L'expression des ARNm de la chaîne a5(IV) a
également été étudiée sur des échantillons d'intestins grêles foetaux et adultes.
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2.1 Transcrits des chaînes a5(IV) et o6(IV)
Au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15, les niveaux
d'expression de l'ARNm de la chaîne o5{IV) ont été étudiés par transfert Northern
(fig.6). Un transcrit d'environ 5 kb est présent à tous les stades de confluence
étudiés (fig.6B (3-8)). L'hybridation des ARNs extraits avec une sonde spécifique
pour le GAPDH (ARN d'expression relativement stable) a été utilisée pour effectuer
les rapports o5(IV)/GAPDH, afin d'établir la courbe d'expression de l'ARNm de la
chaîne a5(IV) (fig.6A). À sous-confluence, très peu d'ARNm de la chaîne oBdV)
est présent (fig.6B (3)) et l'expression du transcrit atteint un niveau maximal peu
après la confluence (fig.BA), pour ensuite diminuer avec la différenciation des
cellules (fig.BA et B).
L'ARNm de la chaîne a5(IV) est exprimé au niveau de l'intestin grêle foetal
humain (fig.BB (1)) alors qu'il n'est pas détecté ,par analyse Northern, au niveau
de l'intestin grêle adulte (fig.BB (2)). Ce résultat confirme le marquage de la chaîne
a5(IV) observé, par immunofluorescence, au niveau de l'intestin grêle foetal (fig.4A
et G) qui est plus faiblement exprimé au niveau de l'intestin adulte (fig.BA). Le
transcrit observé dans l'intestin grêle humain a la même taille que celui observé
dans les cellules Caco-2/15. L'hybridation de la membrane avec la sonde GAPDH
indique que la quantité d'ARN total des deux échantillons était comparable.
Il n'a pas été possible d'étudier, par analyse Northern, l'expression de la
chaîne oB(lV) au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15. La sonde
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Figure 6. Analyse Northern de l'expression du transcrit de la chaîne a5(IV) dans
l'intestin foetal et adulte ainsi qu'au cours de la différenciation des
cellules Caco-2/15
Le transcrit de la chaîne a5(IV) a été détecté par transfert Northern (B) sur des
échantillons d'ARN total de jéjunums foetaux de 19 semaines (1) et adultes (2)
ainsi qu'à différents stades de confluence des cellules Caco-2/15 (2 jours pré
confluence (3), confluence (4), 3 (5), 8 (6), 13 (7) et 17 jours post-confluence (8)).
L'ensemble des courbes, obtenues par analyse Northern, de l'expression de la
chaîne a5(IV) au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15 est illustré sur
un graphique (A).
L'évaluation de la quantité d'ARN a été effectuée par l'hybridation de cette même
membrane avec une sonde spécifique au GAPDH.
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utilisée ne permet pas la détection de signaux assez forts pour rendre possible la
quantification des différents niveaux d'expression. Le transcrit, de 7 kb (ZHOU et
al., 1993), de la chaîne a6(IV) a tout de même été identifié sur l'échantillon d'ARN
poly(A) des cellules Caco-2/15 à 8 jours post-confluence (fig.7 (1)) alors que le
transcrit est à la limite de détection sur un échantillon d'ARN total des cellules
Caco-2/15, à 8 jours post-confluence (fig.7 (2)).
L'étude de l'expression des ARNm des chaînes a5(IV) et a6(IV) au cours de
la différenciation des cellules Caco-2/15 a donc été reprise par analyse RT-PCR
(fig.8). Les sondes spécifiques aux chaînes o5(IV) et o6(IV) ont permis
l'amplification de fragments de 419 et 1455 pb, respectivement, à tous les stades
de confluence des cellules Caco-2/15 (fig.8B). L'amplification des mêmes
échantillons, avec les amorces SI4 (ARNm d'expression stable), a permis
d'effectuer les rapports a5(IV)/S14 et o6(IV)/S14 afin d'établir les courbes
d'expression des ARNm des chaînes o5(IV) et a6(IV). Par RT-PCR, l'expression des
transcrits des chaînes a5(IV) et a6(IV) est stable, au cours de la différenciation des
cellules Caco-2/15 (fig.8A et B).
2.2 Protéines des chaînes a5(IV) et o6(IV)
Ensuite, les niveaux d'expression des protéines o5(IV) et o6(IV), au cours de
la différenciation des cellules Caco-2/15, ont été analysés par transfert Western
(fig.9). Des protéines de 185 et 180 KD, respectivement, sont présentes à tous
les stades de confluence étudiés (fig.9B). L'utilisation de l'anticorps spécifique à
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Figure 7. Analyse Northern de l'expression du transcrit de la chaîne o6(IV) par les
cellules Caco-2/15
L'analyse Northern a été effectuée sur des échantillons d'ARNs poly(A) (1 ) et total
(2) isolés des cellules Caco-2/15 à 8 jours post-confluence.
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Figure 8. Analyse RT-PCR de l'expression des transcrits des chaînes o5(IV) et
a6(IV) au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15
Les transcrits des chaînes a5(IV) et o6{IV) ont été détectés par RT-PCR (B) sur des
échantillons d'ARN total à différents stades de confluence des cellules Caco-2/15
(2 jours pré-confluence (1 ), confluence (2), 3 (3), 8 (4) et 15 jours post-confluence
(5)).
L'ensemble des courbes, obtenues par analyse RT-PCR, de l'expression des chaînes
a5(IV) et a6{IV) au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15 est illustré sur
un graphique (A).
L'évaluation de la quantité relative d'ADNc de départ a été effectuée par
l'amplification ce ces mêmes échantillons avec les amorces de la protéine
ribosomale SI4.
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Figure 9. Analyse de l'expression des protéines des chaînes o5 et 06 du collagène
IV au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15
Les protéines des chaînes a5(IV) et o6(IV) ont été analysées, par transfert Western
(B), sur des lysats protéiques isolés à différents stades de confluence des cellules
Caco-2/15 (2 jours pré-confluence (1 ), confluence (2), 3 (3), 8 (4) et 15 jours post
confluence (5)).
ftr-.
L'ensemble des courbes, obtenues par analyse Western, de l'expression des
chaînes o5(IV) et o6(IV) au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15 est
illustré sur un graphique (A).
L'évaluation de la quantité de protéines a été effectuée par l'utilisation de
l'anticorps spécifique à la cytokératine 18, sur la même membrane.
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la cytokératine 18 (protéine d'expression stable) a permis d'effectuer les rapports
a5(IV)/K18 et o6(IV)/K18 afin d'établir les courbes d'expression des protéines pour
les chaînes o5(IV) et a6(IV) (fig.9A). La protéine de la chaîne o5(IV) s'accumule
au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15 alors que la protéine a6(IV)
demeure stable, peu importe le niveau de confluence de ces cellules.
3- Origine cellulaire et déposition des chaînes a5 et a6 du collagène de type
IV
Comme les cellules Caco-2/15 ont été isolées d'un cancer de côlon et que
nos études portent sur l'intestin grêle normal, nous avons vérifié l'expression des
chaînes a5(IV) et a6(IV) avec deux lignées cellulaires intestinales normales (fig.10).
Il s'agit des lignées HIEC et HIM, soit des lignées cellulaires épithéliales et
mésenchymateuses, respectivement, isolées d'intestins grêles foetaux. Par RT-
PCR, les échantillons d'ARNs totaux des cellules Caco-2/15 à 4 jours post
confluence (fig.lOA (D), HIEC (fig.lOA (2)) et HIM à 4 jours post-confluence
(fig.lOA (3)1 permettent l'amplification de fragments de 419 et 1455 pb,
correspondant aux chaînes a5(IV) et a6(IV), respectivement. Par transfert
Western, les protéines des chaînes o5(IV) (185 KD) et a6(IV) (180 KD) sont
également exprimées par les trois lignées cellulaires (fig.lOB). Comme ces
résultats sont préliminaires, les aspects quantitatifs de ceux-ci ne seront pas
discutés. Donc, in vitro, les ARNm et protéines des chaînes o5(IV) et a6(IV) sont
synthétisés par les deux compartiments cellulaires de l'intestin grêle, soit
l'épithélium et le mésenchyme.
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Figure 10. Analyse de l'expression des chaînes o5 et cr6 du collagène IV par les
cellules Caco-2/15, HIEC et HIM
Détection des chaînes a5(IV) et o6(IV), par RT-PCR (A) et transfert Western (B),
sur des échantillons de cellules Caco-2/15 à 4 jours post-confluence (1 ), HIEC (2),
et HIM à 4 jours post-confluence (3).
L'évaluation de la quantité relative d'ADNc de départ (A) a été effectuée par
l'amplification de ces mêmes échantillons avec les amorces de la protéine
ribosomale S14.
La quantité relative des protéines de chacun des échantillons (B) a été visualisée
par la coloration de la membrane au rouge ponceau (RP).
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La dissociation, par Matrisperse, de l'épithéiium du mésenchyme de foetus
d'intestins grêles, permet l'étude in vivo des cellules provenant des deux
compartiments cellulaires intestinaux. Par RT-PCR, les cellules épithéliales (fig. 11A
(1 )) et mésenchymateuses (fig.l 1A (2)), ainsi isolées, expriment toujours les ARNm
pour les chaînes o5(IV) et a6(IV). Par transfert Western (fig.l 1B), on observe que
les deux types cellulaires contiennent également les protéines des chaînes o5(IV)
et a6(IV). Les aspects quantitatifs de ces résultats ne seront pas discutés, puisque
les résultats obtenus n'étaient pas tous comparables.
Afin d'étudier les interactions épithélio-mésenchymateuses dans l'intestin
grêle foetal, un système de co-culture était déjà établi dans notre laboratoire
(VACHON et al., 1993). Ce système, où l'on cultive les cellules Caco-2/15 sur un
tapis de cellules HIM, permet d'étudier la déposition des éléments de la matrice
extracellulaire. Par immunofluorescence, nous avons donc étudié la déposition du
collagène IV à l'interface de ces deux lignées cellulaires (fig. 12). Par
immunofluorescence sur une co-culture de six jours, on observe l'expression du
collagène IV classique (al (IV)/o2(IV)) par les cellules HIM ainsi que sa déposition
à l'interface épithélio-mésenchymateuse (fig.l2A). Sur la même co-culture, on
note la présence des chaînes a5(IV) (fig.l2B) et a6(IV) (fig.12C) au niveau du
domaine basolatéral des cellules Caco-2/15, des cellules HIM et à l'interface de ces
deux lignées cellulaires. Donc, en plus d'être synthétisées par les compartiments
épithéliaux et mésenchymateux, les chaînes a5(IV) et a6(IV) sont déposées à
l'interface épithélio-mésenchymateuse, présisément sur la lame basale. Il est
important de souligner que les chaînes a5(IV) et a6(IV) ne sont pas déposées au
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Figure 11. Analyse de l'expression des chaînes a5 et a6 du coliagène IV par les
cellules épithéliales et mésenchymateuses isolées par matrisperse
Détection des chaînes o5(IV) et o6(IV), par RT-PCR (A) et transfert Western (B),
avec des échantillons de cellules mésenchymateuses (1 ) et épithéliales (2) obtenus
par dissociation au Matrisperse.
L'évaluation de la quantité relative d'ADNc de départ (A) a été effectuée par
l'amplification de ces mêmes échantillons avec les amorces de la protéine
ribosomale SI4.
La quantité relative des protéines de chacun des échantillons (B) a été visualisée
par la coloration de la membrane au rouge ponceau (RP).
59
N
)
(
f
)
I I -fi. U) Xi cr
P O
)
-f
i^
X
i c
r
P <
>
■
fi.
V
O
T
a C
T*
Ép
ith
él
iu
m
M
és
en
ch
ym
e
h
O
7
3
"U
P a
>
0
0
o e
u
p <
1
1 00 L/1 Cl
ro
Ép
ith
él
iu
m
M
és
en
ch
ym
e
Figure 12. Immunodétection des chaînes aMa2, a5 et a6 du collagène IV sur des
co-cultures de cellules Caco-2/15 et HIM
Les chaînes al (IV)/a2(IV) (A), a5{IV) (B) et a6(IV) (C) ont été détectées par
immunofluorescence indirecte sur des sections de co-cultures de 6 jours des
cellules Caco-2/15 et HIM.
Grossissement:
A, B et G: 592X
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niveau de la lame basale lorsque ces lignées cellulaires sont cultivées en mono
culture (non montré).
4- Inhibition de l'expression de la chaîne cr5(IV) via le système inductible
LacSwitch
Afin d'étudier le rôle fonctionnel de la chaîne a5 du collagène IV, les cellules
Caco-2/15 ont été transfectées par les vecteurs du système inductible LacSwitch.
En permettant l'expression d'ARNm anti-sens de la chaîne o5(IV), nous avions pour
objectif d'inhiber l'expression de la chaîne a5(IV) endogène pour ensuite en étudier
les effets.
4.1 Analyse des clones transfectés par le vecteur p3'SS
Des transfections stables du vecteur p3'SS ont été effectuées dans le but
de permettre l'expression constitutive du répresseur lac I. Les clones obtenus suite
à cette transfection, ont été analysés pour l'expression du répresseur lac I. Afin
de s'assurer que les cellules ainsi transfectées se comportaient normalement,
l'expression de la sucrase-isomaltase (un marqueur de la différenciation intestinale)
a également été vérifiée. Par analyse Northern (fig.13), les transcrits de la sucrase-
isomaltase ( ~ 6 kb) et du répresseur lac 1(1,8 kb) sont exprimés à différents niveaux
par les treize clones analysés. De façon générale, lorsque l'expression de la
sucrase-isomaltase est élevée, celle du répresseur lac I est faible et vice versa. Les
clones 7 et 8 ont été sélectionnés pour le bon compromis entre l'expression de la
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Figure 13. Analyse de l'expression des transcrits de la sucrase-isomaltase et du
répresseur lac I par les clones transfectés avec le vecteur pS'SS du
système LacSwitch
Détection de la sucrase-isomaltase et du répresseur lac I, par transfert Northern,
sur les échantillons d'ARN total des clones transfectés par le vecteur pS'SS du
système LacSwitch (T et 1-13).
L'évaluation de la quantité d'ARN total a été effectuée par l'hybridation de cette
même membrane avec une sonde spécifique au GAPDH.
Abréviations;
T: Mélange des clones d'une transfection
SI: Sucrase-isomaltase
Rep: Répresseur lac I
62
T 1 2 3 5 6 7 8 9101213
SI il
Rep
GAPDH
# »
m
* f w
\ < a•S^ fis»
-~6 kb
-1.8 kb
sucrase-isomaltase et du répresseur lac I. Le clone T représente un mélange de
clones transfectés par le vecteur p3'SS. Ce clone illustre bien, par l'expression de
la sucrase-isomaltase et du répresseur lac I, l'efficacité générale des transfections.
Afin de s'assurer de la synthèse protéique de la sucrase-isomaltase et du
répresseur lactose, une analyse Western a été effectuée (fig.14). Cette analyse
confirme la présence des protéines de la sucrase-isomaltase (220 KD) et du
répresseur lactose (41 KD) dans les clones 7 et 8. L'expression de la protéine de
la chaîne a5(IV) a également été vérifiée. Le clone 8 a été sélectionné pour subir
une seconde transfection avec le vecteur pOPRSVICOL4A5, contenant l'anti-sens.
4.2 Analyse des clones transfectés par le vecteur pOPRSVICOL4A5
Le clone 8 a été transfecté par le vecteur pOPRSVICOL4A5. Les clones ainsi
obtenus ont été induits à l'IPTG afin de forcer l'expression de l'anti-sens pour
permettre l'inhibition de l'expression de la chaîne a5(IV). L'analyse Northern de
l'expression de la chaîne a5(IV) illustre seulement quatre des seize clones analysés,
puisque les résultats obtenus étaient simillaires (fig. 15). Lorsque ces clones étaient
induits à l'IPTG (I), dans aucun cas nous n'avons observé une diminution de
l'expression du messager de la chaîne o5(IV) (5 kb) par rapport aux contrôles non
induits à l'IPTG (C). L'hybridation des membranes avec la sonde GAPDH indique
que les quantités d'ARNs étaient comparables pour chacun des clones. Parfois,
des produits de dégradation étaient aussi présents (clone 2), mais ceux-ci avaient
un niveau d'expression comparable en présence et en absence d'IPTG.
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Figure 14. Analyse de l'expression des protéines de la sucrase-isomaltase, du
répresseur lac I et de la chaîne o5{IV) par les clones transfectés
avec le vecteur p3'SS du système LacSwitch
Détection de la sucrase-isomaltase, du répresseur lac 1 et de la chaîne a5(IV) par
transfert Western sur les lysats protéiques des clones transfectés par le vecteur
p3'SS.
L'évaluation de la quantité de protéines a été effectuée par l'utilisation de
l'anticorps spécifique à la cytokératine 18, sur la même membrane.
Abréviations:
SI: Sucrase-isomaltase
Rep: Répresseur lac I
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Figure 15. Analyse de l'expression des transcrits de la chaîne o5(IV), suite à
l'induction par l'IPTG, des clones transfectés par les vecteurs du
système LacSwitch
Détection du transcrit o5(IV) par transfert Northern sur les échantillons d'ARN total
des clones transfectés par les deux vecteurs du système LacSwitch (1, 2, 3 et 4),
puis induits à l'IPTG.
L'évaluation de la quantité d'ARN total a été effectuée par l'hybridation de cette
même membrane avec une sonde spécifique au GAPDH.
Abréviations:
C: Non induit à l'IPTG
1: Induit à l'IPTG
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Les résultats décevants de ce système nous ont poussé à nous orienter vers
un autre système plus attrayant; soit le système Tet-on qui a déjà fait ses preuves
pour plusieurs groupes de recherche (RESNITZKY et al., 1994; HOWE et al. 1995;
WU et al., 1995).
5- Inhibition de l'expression des chaînes a5(IV) et a6(IV) via le système inductible
Tet-on
Le système Tet-on est également un système inductible, à la tétracycline,
et permet aussi l'expression d'ARNm anti-sens pour inhiber l'expression des
protéines endogènes correspondantes.
Toujours dans le but d'étudier le rôle fonctionnel des chaînes o5{IV) et
o6(IV), les cellules Caco-2/15 ont d'abord été transfectées par le vecteur pi72-1
neo pour l'expression constitutive du transactivateur. Suite à la sélection, les
clones ainsi obtenus ont été transfectés avec le vecteur pUHC 13-3 (luciférase
comme gène d'intérêt), de façon transitoire. Cette transfection transitoire est
effectuée avec l'objectif de déterminer le niveau d'inductibilité à la doxycycline
(analogue plus puissant de la tétracycline) des clones exprimant le transactivateur,
via des essais luciférases. De cette façon, on s'assure d'une efficacité optimale
pour l'expression subséquente des ARNm anti-sens.
L'établissement d'une lignée cellulaire hautement inductible à la doxycycline
est donc une étape très importante. Les niveaux d'induction que nous avons
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obtenus pour les clones transfectés par les vecteurs pi 72-1 neo et pUHC 13-3
sont indiqués au tableau 6. Le meilleur niveau d'induction à la doxycycline est de
55X et a été obtenu avec le clone 2-1. Cependant les niveaux d'induction obtenus
risquent d'être insuffisants pour inhiber l'expression des chaînes a5 et a6 du
collagène IV, puisque celles-ci sont fortement exprimées par les cellules Caco-2/15.
Les clones IH et 2H représentent, en fait, deux populations hétérogènes
sélectionnées à 200 et 800 /vg/ml de G418, respectivement. Les niveaux
d'induction pour ces deux populations (IX pour le clone IH et lOX pour le clone
2H) suggèrent qu'en augmentant la concentration de l'agent de sélection on peut
favoriser l'obtention de clones plus inductibles à la doxycycline. C'est pourquoi,
lors de la deuxième série de transfections du vecteur pl72-l neo (clones 2-1 à 2-
14), une sélection plus sévère a été appliquée.
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Tableau 6. Inductiblllté à la doxycycline des clones transfectés par les
vecteurs pi72-1 neo et pUHC 13-3
Clone [G418] Inductibilité
1H 200 //g/ml IX
2H 800 //g/ml 10X
3 800 //g/ml 9X
4 800 //g/ml IX
5 800 //g/ml IX
6 800 //g/ml 5X
2-1 1200 //g/ml 55X
2-2 1200 //g/ml
2-3 1200 //g/ml IX
2-4 1200 //g/ml 7X
2-5 1200 //g/ml 16X
2-6 1200 //g/ml IX
2-7 1200 //g/ml 7X
2-8 1200 //g/ml IX
2-9 1200 //g/ml 26X
2-10 1200 //g/ml 9X
2-11 1200 //g/ml 2X
2-12 1200 //g/ml 4X
2-13 1200 //g/ml IX
2-14 1200 //g/ml 7X
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IV. DISCUSSION
1- Localisation du collagène de type IV dans l'intestin grêle humain
Le collagène de type IV constitue une famille de glycoprotéines majeures des
lames basales. Il est maintenant bien établi que les chaînes al et a2 du collagène
IV sont des molécules d'expression ubiquitaire, alors que les autres chaînes
identifiées (o3-a6) ont une distribution plus restreinte. L'expression ubiquitaire
ainsi que l'absence de régulation de la synthèse des chaînes al (IV) et a2(IV) au
cours du développement intestinal et le long de l'axe crypte-villosité limite
beaucoup l'intérêt de ces molécules en tant que médiateur des interactions
épithélio-mésenchymateusesimpliquéesdansledéveloppement(BEAULIEU, 1997).
L'expression "tissus-spécifique" des autres chaînes de collagène est un bon indice
de leur implication potentielle au niveau des lames basales où elles sont déposées.
Avant d'entreprendre mes études sur l'expression du collagène IV, au niveau
de l'intestin, notre groupe de recherche avait déjà démontré que les chaînes a3(IV)
et a4(IV) n'étaient pas exprimées par l'intestin, alors que la chaîne a5(IV) y était
synthétisée (BEAULIEU et al., 1994). À ce moment, la présence de la chaîne
a6(IV) n'avait pas encore été étudiée, au niveau de l'intestin, vue sa découverte
récente (ZHOU et al., 1993). La présence de la chaîne a6(IV) dans cet organe a
tout d'abord été démontrée par immunofluorescence indirecte.
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La formation de l'Intestin l'humain ainsi que sa maturation fonctionnelle
s'effectuent en plusieurs étapes durant l'embryogénèse; au cours de cette période,
le patron de distribution des chaînes o5(IV) et a6(IV) demeure sensiblement le
même. Ces deux chaînes sont co-exprimées au niveau du domaine basolatéral des
cellules épithéliales et déposées au sein de la lame basale intestinale. Par contre,
les chaînes o5(IV) et a6(IV) ne sont pas co-exprimées au niveau du mésenchyme
de l'intestin foetal; seulement la chaîne ûr5(IV) y est détectée.
La distribution inhabituelle de ces deux molécules au domaine basai et latéral
des cellules épithéliales peut suggérer une implication potentielle des chaînes a5(IV)
et a6{IV) au niveau des interactions cellule-cellule et cellule-matrice pendant le
développement foetal. Cette hypothèse est supportée par l'évidence que les
intégrines a^P^, a2)ffl et trois récepteurs du collagène IV (RUOSLAHTI,
1991 ; HYNES, 1992; ALBELDA, 1993), sont aussi localisés au domaine basolatéral
de différents types cellulaires (KAUFMANN et al., 1989; LARJAVA et al., 1990;
LAMPUGNANI et al., 1991). C'est la première fois qu'on observe, au niveau de
l'intestin, un marquage où les chaînes de collagène IV traduites à partir des
transcrits des gènes siégeant sur le même chromosome ne sont pas co-exprimées.
Cependant, l'absence de co-expression de ces deux chaînes de collagène a déjà été
observée au niveau de la membrane basale glomérulaire où seulement la chaîne
a5(IV) est présente (NINOMIYA et al., 1995; PEISSEL et al., 1995). Récemment,
il a été montré que le gène C0L4A6 comporte deux exons 1, alternativement
transcrits à partir de deux promoteurs (SUGIMOTO et al., 1994). Cette
organisation pourrait être déterminante pour le rapport d'expression des deux gènes
70
dans différents organes. Puisque les molécules de collagène IV sont formées par
l'enroulement de trois chaînes a et que les chaînes o5(IV) et a6(IV) ne sont pas
toujours co-localisées, il faut concevoir la présence de combinaisons autres que
[o5(IV)2o6(IV)]. La possibilité de l'existence d'homotrimères o5(IV) et a6(IV) et
d'hétérotrimères différents de [oSdVjjoedV)] doit être analysée.
Une autre observation intéressante est que les chaînes o5dV) et a6dV) ne
se comportent pas de la même façon au cours du développement de l'intestin
grêle. En fait, la chaîne a5dV) n'est que faiblement détectée au niveau de l'intestin
adulte, alors que l'expression de la chaîne a6(IV) est maintenue dans l'intestin grêle
adulte. Ceci suggère que l'expression de la chaîne o5dV) serait régulée
négativement au cours du développement (aussi confirmé par analyse Northern).
Cette régulation négative de l'expression de cette chaîne contraste avec celle de
la plupart des autres composés de la matrice extracellulaire détectés dans la
muqueuse intestinale, lesquels demeurent exprimés à des niveaux comparables de
la mi-gestation à l'âge adulte, tels les chaînes du collagène IV classique, les chaînes
de la laminine, les protéoglycans héparan sulfate et les variants de ténascine
(BEAULIEU et al., 1991; BEAULIEU, 1992; BEAULIEU et al., 1993; BEAULIEU et
VACHON, 1994). La chaîne a5(IV) pourrait donc jouer un rôle spécifique, mais
toujours hypothétique, pendant le développement intestinal, alors que le maintien
de l'expression de la chaîne o6 (IV) serait toujours requis au niveau de l'intestin
adulte. Des études sur la régulation transcriptionnelle et la synthèse des chaînes
o5(IV) et a6(IV) sont requises pour expliquer l'arrêt de la synthèse de la chaîne
a5(IV) et le maintien de la synthèse de la chaîne a6(IV) à l'âge adulte.
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2- Étude de l'expression des chaînes o5 et 06 du collagène de type IV au
cours de la différenciation des cellules épithéliales intestinales
L'épithélium intestinal de l'axe crypte-villosité étant un excellent modèle pour
l'étude de la différenciation cellulaire, l'expression des chaînes a5(IV) et o6(IV) a
été analysée au cours de la différenciation des cellules épithéliales intestinales.
Cette étude impossible in vivo a été effectuée avec la lignée cellulaire Caco-2/15,
la seule lignée intestinale humaine avec la capacité de se différencier spontanément
en culture.
L'expression du transcrit de la chaîne a5(IV) a été étudiée par analyse
Northern et RT-PCR. Par analyse Northern, l'expression de la chaîne a5{IV) atteint
un niveau d'expression maximal peu après la confluence puis diminue aux stades
de confluence plus avancés chez les cellules Caco-2/15. Une telle courbe
d'expression a déjà été observée pour la lactase, un marqueur de la différenciation
intestinale, toujours au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15 (VAN
BEERS et al., 1995). Cependant, les études, par RT-PCR, de l'expression de la
chaîne a5(IV) indiquent plutôt des niveaux stables d'expression du transcrit a5(IV)
pendant tout le processus de la différenciation des cellules Caco-2/15. Comme la
courbe d'expression obtenue par Northern est facilement reproductible et que les
analyses Northern sont très sensibles, la courbe d'expression observée par
Northern semble l'hypothèse la plus plausible. En effet, il est possible que de
faibles variations d'expression ne soient pas visibles suite aux nombreux cycles
d'amplification par PCR. Il serait sûrement plus approprié d'utiliser une méthode
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plus quantitative, comme le RT-PCR compétitif ou le "RNase-Protection Assay" par
exemple, pour reproduire ies résultats de l'analyse Northern.
Malheureusement, l'expression du transcrit de la chaîne a6(IV) a seulement
pu être étudiée par RT-PCR, comme son niveau de détection, par analyse Northern,
était trop faible pour être quantifié. Étant donné que les résultats de RT-PCR
obtenus pour la chaîne o5(IV) ne correspondent pas aux analyses Northern,,
aucune conclusion ne peut vraiment être émise par rapport aux niveaux de
l'expression de la chaîne o6(IV) au cours de la différenciation des cellules Caco-
2/15. D'autres approches plus quantitatives s'avèrent également nécessaires.
Les courbes d'expression protéique pour les chaînes a5(IV) et a6(IV) ne se
comportent pas de la même manière au cours de la différenciation des cellules
Caco-2/15. De façon similaire à la lactase (VAN BEERS et al., 1995), la protéine
a5(IV) s'accumuie avec la différenciation des cellules. D'un autre côté,
l'expression de la protéine a6(IV) demeure stable au cours de la différenciation de
ces cellules. Il est probable que cette dernière protéine soit moins stable que celle
de la chaîne a5(IV), la rendant ainsi plus vulnérable à la dégradation, empêchant
alors son accumulation.
3- Origine cellulaire des chaînes a5 et a6 du coliagène de type IV déposé au
niveau de la lame basale intestinale
La lame basale intestinale est un mince feuillet spécialisé où se concentrent
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les éléments de la matrice extracellulaire, dont le collagène de type IV. Toutes les
chaînes de collagène iV, exprimées au niveau de l'intestin grêle humain (a^, al, a5
et 06), sont déposées à l'interface épithélio-mésenchymateuse.
Une observation intéressante sur la présence des chaînes al (IV)/a2(IV) au
niveau de la lame basale intestinale est son origine exclusive du compartiment
mésenchymateux (SIMON-ASSMANN et al., 1990; HEWITT et al., 1992). In vitro,
les cellules mésenchymateuses intestinales ou fibroblastiques en mono-culture,
mais non les cellules épithéliales, expriment de fortes quantités de ces chaînes,
alors que le marquage par immunofluorescence indirecte indique un patron de
distribution diffus et exempt de structure ressemblant aux lames basales (SIMON-
ASSMANN et al, 1988; VACHON et al., 1993). Cependant, avec un système de
co-culture (cellules Caco-2/15 cultivées sur les cellules HIM), une forte déposition
des chaînes al (IV)/a2(IV) a été observée à l'interface épithélio-mésenchymateuse,
suggérant que l'épithélium est requis pour la formation des lames basales.
D'un autre côté, la chaîne a5(IV) est synthétisée, in vivo et in vitro, par les
cellules épithéliales et mésenchymateuses (BEAULIEU et al., 1994). Même si, par
immunofluorescence indirecte, la chaîne a6(IV) semble synthétisée seulement par
les cellules épithéliales, la culture de cellules (Caco-2/15, HIEC et HIM) et les
cellules isolées par Matrisperse confirment également la double origine de la chaîne
a6(IV). Cependant, la question à savoir si la proportion de ces deux chaînes
incorporée au niveau de la lame basale provient des deux types cellulaires ou non,
n'est toujours pas résolue. Toutefois, leur accumulation à l'interface épithélio-
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mésGnchymatGUSG Gn co-cuiturG, dG façon similairG au tissu Intact, samblG
dépandra da la présanca das daux compartimants caliulairas.
4- Détarminatlon das rôles fonctionnais das cfiaînas a5 at 06 du collagèna da
typa IV
L'expression restreinte das chaînas a5(IV) at o6{IV), la localisation
inhabituelle da cas molécules au domaine basolatéral das cellules épithélialas,
l'absence da co-axprassion da cas chaînas au niveau du mésanchyma, la régulation
négative da l'expression da la chaînas a5(IV) at la maintien da l'expression da la
chaîna a6(IV) au cours du développement intestinal sont tous das éléments qui
suggèrent que las chaînas a5(IV) at a6(IV) ont das fonctions physiologiques
importantes au niveau da l'intestin.
Afin da déterminer las rôles fonctionnels da cas daux molécules, l'inhibition
da l'expression da la chaîna a5(IV) ou a6(IV), par la transfaction das cellules Caco-
2/15 avec las ADNc anti-sens respectifs, est la stratégie qui a été envisagée. La
réversibilité da l'expression das anti-sens était un intérêt majeur pour l'utilisation
das systèmes inductiblas LacSwitch atTat-on. Aussi, la lignée cellulaire Caco-2/15
est un excellent modèle pour l'étude des rôles fonctionnels des chaînes a5{IV) et
o6(IV). En effet, cette lignée de cellules épithélialas intestinales n'exprime que ces
deux chaînes de collagèna IV {BEUALIEU et al., 1994) et est la seule lignée
intestinale se différenciant spontanément en culture (MÉNARD et BEAULIEU,
1994).
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Les deux systèmes inductibles disponibles pour l'étude fonctionnnelle des
gènes dans les cellules eucaryotes ont fait l'objet de plusieurs études d'efficacité.
Sans contredit, le système inductible à la tétracycline semble, jusqu'à présent, le
système inductible le plus efficace. Malgré l'assimilation rapide et la stabilité
intracellulaire de l'inducteur du système LacSwitch (IPTG) (WYBORSKI et SHORT,
1991 ), cet inducteur a une action plutôt lente et inefficace ayant pour conséquence
des inductions modérées (GOSSEN et BUJARD, 1992). Ce système est une
approche qui a connu certains succès, par exemple pour le virus vaccinia (ZHAN
et al., 1992) et pour le gène Cdx-2 dans les cellules IEC-6 (SUN et TRABER,
1996). L'induction, par l'IPTG, du gène Cdx-2 dans les cellules IEC-6, permet
l'induction de la différenciation intestinale (SDH et TRABER, 1996)
Les avantages du système Tet-on sur le système LacSwitch sont les
suivants:
- Haute spécificité du répresseur tétracycline pour sa séquence
opératrice (GOSSEN et al., 1995).
- Haute affinité de la tétracycline pour le répresseur tétracycline
(GOSSEN et BUJARD, 1992). Le répresseur tétracycline a une
meilleure affinité pour la tétracycline (Ka~10®M"M (TAKAHASHI et.,
1986) que le répresseur lac I pour l'IPTG (Ka~ 10®M"^) (BARKLEY et
BOURGEOIS, 1980). La doxycycline, un analogue de la tétracycline,
présente une meilleure affinité pour le répresseur tétracycline que la
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tétracycline (GOSSEN et al., 1995). De très faibles concentrations,
non toxiques, de doxycycline peuvent donc être efficace.
- La puissance du domaine d'activation de la transcription du virus
herpes simplex, VP16 (GOSSEN et al., 1995).
- La rapidité de l'induction. Contrairement à l'IPTG, la doxycycline
peut agir rapidement en culture de cellules eucaryotes (GOSSEN et al.,
1995) .
- Ce système peut stimuler l'espression d'un gène rapporteur plus ë
10®X dans les cellules Hela (GOSSEN et al., 1995).
- L'utilisation d'un système activateur est préférable à celle d'un
système répresseur (GOSSEN et BUJARD, 1992).
Le système Tet-on n'est toutefois pas un système parfait, puisque son
utilisation présente certaines difficultés. La plus haute difficulté consiste à établir
un clone stable et hautement inductible à la doxycycline. Cette étape est très
importante d'autant plus que les chaînes a5(IV) et a6(IV) sont fortement
synthétisées par les cellules Caco-2/15. Il est également important d'être
conscient des faiblesses de ce système. Le niveau maximal et de base de
l'expression du gène d'intérêt peut varier pour différents types cellulaires (Yin et
al., 1996). Le Dr. Howe et collaborateurs ont démontré que les cellules HEK 293,
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contrairement aux cellules GH3, ne fournissent pas l'environnement cellulaire dans
lequel l'expression d'un gène hétérologue peut être étroitement contrôlée en
réponse à la tétracycline (HOWE et al., 1995). Aucune recherche n'illustre que le
système Tet-on peut bien fonctionner avec les cellules Caco-2/15 et certains
croient que des cellules d'origine cancéreuse pourraient éliminer les agents de
sélection et d'induction à l'extérieur des cellules. Également, il faut prendre en
considération que le niveau d'inductibilité à la doxycycline des clones dépend
directement du site d'intégration des vecteurs et du nombre de copies de
transactivateur intégrées dans le génome cellulaire: des éléments sur lesquels nous
n'avons aucun contrôle. Finalement, la spécificité du transactivateur peut être
contestée, puisqu'il a clairement été démontré que ce transactivateur ne module
pas seulement l'activité du gène d'intérêt . Le transactivateur peut également
induire l'expression de certains gènes endogènes (ex.: C/EBP^, récepteur des
glucocorticoïdesetSPl) (MAGALINI et al., 1995). Les résidus VP16 présents dans
la protéine de fusion pourraient être encore capables de certaines interactions avec
des facteurs généraux de transcription menant à la séquence d'activation de
différents promoteurs.
Puisque des niveaux significatifs d'induction à la doxycycline sont obtenus
avec la lignée cellulaire Caco-2/15, l'utilisation de cette lignée ne semble pas
causer de problèmes majeurs. Il s'agit donc de poursuivre en analysant encore
plusieurs clones afin de pouvoir évaluer les rôles fonctionnels des chaînes o5(IV)
et a6(IV) avec celui qui présentera la plus forte inductibilité à la doxycycline.
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Dans le cas où l'inhibition de l'expression des chaînes o5(IV) et a6(IV)
s'avérerait incomplète avec le système inductible Tet-on, comme pour le système
LacSwitch, une autre approche devrait être envisagée. La transfection
d'oligonucléotides a déjà été considérée et s'est avérée inefficace vue l'énorme
quantité d'oligonucléotides qui sont nécessaires pour inhiber l'expression de ces
deux chaînes de collagène IV et les frais trop onéreux que cela nécessiterait. Il
faudrait plutôt s'orienter vers un système non inductible permettant une très forte
expression des anti-sens ou encore imaginer l'expression suffisante de dominant-
négatif de collagène avec les domaines NC1 et 7S tronqués pour empêcher
l'assemblage du réseau de collagène IV et contrer l'effet des molécules normales.
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V. CONCLUSION
L'intérêt porté sur l'expression des chaînes du collagène IV vient très
souvent de l'implication pathologique des chaînes a3(IV) à ûr6(IV) (maladie de
Goodpasture, SA et LOD). L'étude de l'expression des constituants de la lame
basale épithéliale au cours du développement intestinal étant un volet important
des recherches menées par notre équipe de recherche, nous nous sommes donc
intéressé à analyser l'expression des chaînes du collagène IV, un constituant
majeur des lames basales, au niveau de l'intestin humain. La présente étude
portait principalement sur l'analyse de l'expression des chaînes a5(IV) et o6(IV)
puisque les chaînes a1(IV)/a2(IV), identifiées depuis longtemps, ont une
expression ubiquitaire et que les chaînes ûr3(IV)/a4(IV) ne sont pas exprimées au
niveau de l'intestin humain (BEAULIEU et al., 1994).
Les chaînes o5(IV) et a6(IV) sont toutes les deux synthétisées par l'intestin,
mais leur patron d'expression diffère. Au niveau de l'intestin foetal, ces deux
molécules sont détectées, par immunofluorescence indirecte, au niveau du domaine
basolatérai des cellules épithéliales et de la lame basale. Cependant, seulement la
chaîne a5(IV) est clairement exprimée dans le compartiment mésenchymateux.
Également, l'expression de la chaîne o5(IV) est régulée négativement au cours du
développement intestinal, alors que l'expression de la chaîne a6(IV) est maintenue
au niveau de l'intestin adulte. Il y aurait donc deux réseaux de collagène IV
présents au niveau des lames basales intestinales: le premier étant composé des
chaînes al(IV) et a2(IV) et le second des chaînes o5(IV) et o6(IV).
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Des études in vitro, avec des lignées cellulaires intestinales en mono- et co-
culture, ont confirmé l'expression des chaînes o5{IV) et o6{IV) par les deux
compartiments cellulaires intestinaux; soit l'épithélium et le mésenchyme. La
déposition de ces deux molécules de collagène IV au niveau d'une structure
correspondant à lame basale semble dépendre de la présence des deux
compartiments cellulaires. En effet, lorsque l'on cultive les lignées cellulaires Caco-
2/15 (cellules épithéliales) et HIM (cellules mésenchymateuses) en co-culture, on
observe une déposition des chaînes o5(IV) et o6(IV) à l'interface de ces deux
lignées cellulaires, alors qu'aucune déposition de ce genre n'est obtenue lorsque
ces lignées cellulaires sont cultivées en mono-culture.
L'intestin étant un excellent modèle pour l'étude de la différenciation
cellulaire, des études in vitro ont été effectuées pour analyser l'expression des
chaînes a5(IV) et a6(IV) au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15
(lignée cellulaire ayant la capacité de se différencier spontanément en culture). Par
analyse Northern, il y a une modulation du transcrit de la chaîne o5(IV) au cours
de la différenciation intestinale: on observe une augmentation de son ARNm
jusqu'à un niveau maximal atteint peu après la confluence, suivi d'une diminution
de l'expression de son transcrit. Il est encore trop tôt pour conclure sur
l'expression du transcrit de la chaîne o6(IV) au cours de la différenciation cellulaire,
comme le transcrit de cette chaîne est à peine détectable, par analyse Northern.
Par transfert Western, on constate une accumulation de la protéine de la chaîne
a5(IV), alors que le niveau de l'expression de la chaîne o6(IV) est stable au cours
de la différenciation des cellules Caco-2/15.
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La distribution restreinte des chaînes a5{lV) et (76{1V), leur expression au
domaine basolatéral des cellules épithéliales, leur déposition au niveau de la lame
basale épithéliale, la régulation négative de l'expression de la chaîne a5(IV) et le
maintien de l'expression de la chaîne a6(IV) au cours du développement intestinal
ont contribué à l'intérêt de la poursuite de nos études. Nous avons donc entrepris
de mettre au point un système inductible permettant l'étude des rôles fonctionnels
des chaînes a5(IV) et a6(IV). Ces études sont présentement en cours.
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